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Preface 

Visceral  leishmaniasis  (VL)  is  a  neglected  tropical  disease  caused  by  the  Leishmania 

parasite,  transmitted  by  sand  flies, mainly  affecting  vulnerable  and  poor  people  in 

remote areas of low‐income countries. The VL infection affects mainly the spleen, liver 

and  bone  marrow,  where  the  parasites  typically  suppress  the  cellular  immune 

response, preventing the patients’ ability to clear the  infection. Clinical manifestations 

of the disease are fever, weight loss, enlargement of the spleen and liver, and anemia. 

Over 95% of patients will eventually die when  left untreated1.  In  the past  five years, 

over 90 000 new cases have been reported globally, with the highest burden in Eastern 

Africa, where  the  disease mainly  affects  children2.  Leishmaniasis  is  classified  by  the 

World Health Organization  (WHO) as one of  the neglected  tropical diseases  in critical 

need  for  disease  control  and  elimination.  Development  of more  effective  and  user‐

friendly  treatment  and  diagnostics,  especially  for  Eastern  Africa,  is  one  of  research 

priorities set by the WHO3.  

 

Since 2010, a combination treatment of sodium stibogluconate (SSG) and paromomycin 

has been the standard of care for VL in Africa4, which showed a final cure rate of 91.4% 

in a clinical  trial setting5, but  is expected  to be  lower  in general clinical practice. This 

treatment  is  far  from  optimal,  since  it  entails  hospitalization  during  the  whole 

treatment  period with  painful  injections  twice  daily  and  the  risk  of  potentially  life‐

threatening  antimony‐related  toxicities  such  as  cardiotoxicity,  hepatotoxicity  and 

pancreatitis. Although most patients seem initially cured by the end of treatment, most 

patients  that do not  reach  final  cure  relapse  after  treatment, which  is  a particularly 

long‐term event that can occur within 12 months or even longer after treatment and is 

difficult to predict.  

 

To improve treatment of VL in Eastern Africa, treatment should be effective, affordable 

and  easy  to  use  in  remote  areas  where  most  of  these  patients  are  living,  while 

minimizing the risks of toxicities. New chemical entities that might meet these criteria 

are  currently  under  development  at  preclinical  stages. Until  these  agents  reach  the 

market, a  (new) combination of drugs already used  in monotherapy  for VL  treatment 

might  be  a  fast  way  to  improve  therapy,  preferably  without  the  highly  toxic  SSG 

component.  By  using  a  combination  therapy,  efficacy  can  be  improved,  while 

minimizing the risks of emerging resistance and toxicities when lower doses or shorter 

treatment duration are used compared to monotherapies. In this regard, paromomycin 

and  miltefosine,  the  only  oral  drug  available  for  treatment  of  VL,  are  favorable 

treatment options because of their relatively good safety profile and suitability for use 

in  remote areas. Various monotherapy and combination  therapy  regimens have been 

evaluated, but resulted however in unsatisfactory efficacy in Africa, with high variability 

between geographical regions where VL is endemic5‐7.  
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Reasons for unsatisfactory and variable efficacy between geographical regions might be 

patient  related,  i.e.,  typically  patients  are  malnourished  to  a  variable  extent,  are 

severely  sick  and  often  suffer  from  co‐infections.  These  factors might  influence  the 

pharmacokinetics of the antileishmanial drugs and consequently the drug exposure, as 

well as the ability of the patient to clear the parasite by the hosts’ immune system, as 

typically the cellular response is suppressed by the VL infection. Moreover, children are 

the  mainstay  of  the  population  affected  by  VL,  particularly  in  Eastern  Africa,  a 

vulnerable population that responds less adequate to VL treatment. 

 

To improve VL treatment in Eastern Africa, dosing should be adjusted to Eastern African 

patients with  the  typical characteristics described above,  in order  to obtain adequate 

drug  exposure  in  this  population.  Whereas  underexposure  can  lead  to  diminished 

efficacy,  overexposure  can  lead  to  higher  rates  of  toxicity.  Additionally,  a  better 

understanding of the parasite dynamics is needed to understand the interplay between 

growth of Leishmania parasites, exposure‐response relationships of different VL drugs 

and the effect of the patients’  immune system on parasite clearance. This knowledge 

can  be  useful  to  predict  treatment  efficacy  of  different  therapies,  in  patients  with 

different  degrees  of  infection  and  different  stages  of  immune  impairment. 

Furthermore,  this  knowledge might  even  be  useful  to  predict  long‐term  treatment 

response already during or early after treatment by the  identification of predictors of 

relapse.  

Objectives of this thesis 

In this thesis, we aim to improve VL treatment in Eastern African patients in two ways: 

1)  to  characterize  the  pharmacokinetics  of  paromomycin  and miltefosine  in  Eastern 

African  patients  to  optimize  dosing,  in  different  Eastern  African  regions,  in 

malnourished  patients,  and  in  pediatrics  as  well  as  adults,  and  2)  to  characterize 

Leishmania  parasite  dynamics  to  understand  exposure‐response  relationships  of  VL 

drugs  and  the  effect  of  the hosts’  immune  system  on parasite  response  and  clinical 

outcome, and to identify early biomarkers to predict long‐term treatment outcome.  
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Thesis outline 

Chapter  1  introduces  the  importance  of  pharmacokinetic  studies  to  optimize  drug 

treatment of neglected tropical diseases by two systematic reviews. The added benefit 

of  population‐based  pharmacokinetic  studies  is  evaluated,  as well  as  the  impact  of 

malnutrition on the pharmacokinetics of drugs used to treat poverty‐related diseases. 

To assess whether the observed striking variability in VL treatment efficacy is related to 

drug  pharmacokinetics,  the  pharmacokinetics  of  paromomycin  and  miltefosine  in 

Eastern African VL patients are characterized and compared to their pharmacokinetics 

in  Indian VL patients  and  Eastern African PKDL patients  in  chapter 2. Covariates  are 

analyzed to assess whether variability in pharmacokinetics is influenced by the patients’ 

nutritional status or manifestations of the disease. In chapter 3, blood parasite  load  is 

evaluated  as  a  biomarker  to  represent  the  degree  of  Leishmania  infection  in  the 

patient.  The  usefulness  of  this  biomarker  to  predict  clinical  relapse  in VL  patients  is 

evaluated. A Leishmania parasite dynamics model  is developed to characterize  in vivo 

parasite  growth,  drug‐induced  parasite  clearance  and  parasite  suppression  after 

treatment, to identify drug exposure‐response relationships and relationships between 

blood parasite load or blood parasite exposure and clinical relapse.  
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Abstract 

Introduction:  Neglected  tropical  diseases  (NTDs)  affect more  than  one  billion  people, mainly 

living  in  developing  countries.  For most  of  these  NTDs  treatment  is  suboptimal.  To  optimize 

treatment  regimens,  clinical  pharmacokinetic  studies  are  required where  they  have  not  been 

previously conducted to enable the use of pharmacometric modelling and simulation techniques 

in their application, which can provide substantial advantages. 

Objectives:  Our  aim  was  to  provide  a  systematic  overview  and  summary  of  all  clinical 

pharmacokinetic studies  in NTDs and to assess the use of pharmacometrics  in these studies, as 

well as to identify which of the NTDs or which treatments have not been sufficiently studied.   

Methods: PubMed was systematically searched for all clinical trials and case reports until end of 

2015  that  described  the  pharmacokinetics  of  a  drug  in  the  treatment  of  any  of  the NTDs  in 

patients or healthy volunteers.  

Results: Eighty‐two pharmacokinetic studies were identified. Most studies included small patient 

numbers  (only  5  studies  included  >50  subjects),  and  only  9  (11%)  studies  included  pediatric 

patients. A  large part of the studies was not very recent; 56% of studies were published before 

2000. Most  studies applied non‐compartmental analysis methods  for pharmacokinetic analysis 

(62%).  Twelve  studies  used  population‐based  compartmental  analysis  (15%)  and  8  (10%) 

additionally performed simulations or extrapolation. For 10 out of the 17 NTDs, none or only very 

few pharmacokinetic studies could be identified. 

Conclusions: For most NTDs adequate pharmacokinetic studies are lacking and population‐based 

modeling and  simulation  techniques have not generally been applied. Pharmacokinetic  clinical 

trials  that enable population pharmacokinetic modeling are needed  to make better use of  the 

available data. Simulation‐based studies should be employed  to enable  the design of  improved 

dosing regimens and more optimally use the  limited resources to effectively provide therapy  in 

this neglected area. 

 

Key points 

‐ Neglected tropical diseases affect a major part of the global population, but treatments have 

generally not been optimized. 

‐ Here we provide a comprehensive systematic overview of performed pharmacokinetic studies 

in all 17 neglected  tropical diseases, advantages and drawbacks of different methodologies, 

and gaps in pharmacokinetic research through which neglected tropical diseases therapeutics 

can be further improved. 

‐ For most neglected tropical diseases adequate pharmacokinetic studies were found lacking or 

completely  absent,  pediatric  patients  have  largely  been  ignored,  and  population‐based 

modeling and simulation techniques have not generally been applied. 

‐ To more optimally use  the  limited available resources  in  this neglected area, more emphasis 

should be given to simulation‐based pharmacokinetic studies enabling the design of improved 

dosing regimens. 
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1.1 

1.  Introduction 

Neglected  tropical  diseases  (NTDs)  represent  a  wide  range  of  infectious  afflictions, 

which are prevalent mostly in tropical and subtropical countries and have one common 

characteristic:  they  all  affect  people  living  in  deep  poverty.  All  NTDs  are  heavily 

debilitating, causing  life‐long disability, which can be directly fatal  if  left untreated. At 

the moment, over 1.4 billion people are affected by at least one NTD, and they are the 

cause  of  death  for  over  500  000 people  annually1,2.  There  are  currently  17 NTDs  as 

defined by  the World Health Organization  (WHO), which  include protozoal, bacterial, 

helminth,  and  viral  infections1.  An  overview  of  their  transmission,  geography  and 

burden of disease is provided in Table 1.1.1. Collectively, the NTDs belong to the most 

devastating  of  communicable  diseases,  not  only  in  terms  of  global  health  burden 

(47.9 million  disability‐adjusted  life‐years)3,4,  but  also  in  terms  of  impact  on 

development and overall economic productivity in low‐ and middle‐income countries3,5. 

 

The  currently  available  treatments  for  NTDs  are  an  outdated  arsenal  generally 

considered  to be  insufficient  for NTD control and elimination5. Many of  the currently 

available  drugs  were  developed  over  50  years  ago  and many  of  them  exhibit  high 

toxicity5.  For  example,  the  only  available  drug  to  treat  late‐stage  human  African 

trypanosomiasis  (HAT or sleeping sickness) caused by T.b. rhodesiense  is melarsoprol, 

an arsenic compound, developed  in  the 1940s, which  is  itself  lethal  to 5% of  treated 

patients due to post‐treatment reactive encephalopathy6. In many regions pentavalent 

antimony‐containing  compounds  are  still  the  treatment  of  choice  for  visceral  and 

cutaneous leishmaniasis, which have been in use since the 1930s. Therapeutic failure is 

generally  thought  to  result  from  sub‐therapeutic  dosing  and  shortened  treatment 

durations7.  As  a  consequence,  clinical  antimonial  drug  resistance  in  Leishmania  has 

yield the drug useless in various geographical regions. At the same time, the upper limit 

of  dosing  of  antimonials  is  limited  by  severe  toxicities,  such  as  pancreatitis  and 

cardiotoxicity7,8.  Examples  like  these  emphasize  the  role  of  dose  optimization  and 

pharmacokinetic (PK) studies for treatments against NTDs, where there is often only a 

small therapeutic window between treatment failure, engendering drug resistance and 

drug toxicity. 

 

In spite of  the urgent need  for new, safer and more efficacious  treatments  for NTDs, 

there  is  insufficient  interest  from  the  pharmaceutical  industry  to  invest  in  drug 

development  for  these  diseases  because  of  the  limited  financial  incentive.  This 

paradigm has led to a fatal imbalance in drug development: although NTDs account for 

12% of the global disease burden, only 1% of all approved drugs during the past decade 

was developed for these diseases. None of these approved drugs were a new chemical 

entity, and just 0.5% of all clinical trials in the past decade were dedicated to NTDs9. 
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Due to the lack of innovation as a result of the absence of financial incentives and the 

continued  use  of  drugs  developed many  decades  ago,  dose‐optimization  studies  or 

studies  in specific patient populations particularly affected by NTDs  (e.g., pediatric or 

HIV‐co‐infected  patients)  have  rarely  been  reported.  While  a  comprehensive  and 

quantitative  overview  is  currently  lacking,  only  few  clinical  trials  on NTDs  appear  to 

have included studies on the PK of the therapeutic compounds that were under clinical 

investigation. Rational drug therapy is based on the assumption of a causal relationship 

between exposure and response. Therefore, characterizing the PK of a drug is of utmost 

importance. Conventionally, non‐compartmental analysis (NCA) methods were used for 

PK  analysis, but  these  are  less  powerful  and  informative  for  typical NTD  PK  studies, 

which are sparse and heterogeneous of nature. NCA has a  low power to  identify true 

covariate  effects  and  does  not  allow  for  simulations  of  alternative  dosing  regimens. 

Population‐based modeling and simulation techniques are therefore more appropriate 

to  describe  and  predict  the  relationship  between  exposure  (PK),  response 

(pharmacodynamics  [PD]),  individual  patient  characteristics  and  other  covariates  of 

interest  (e.g., body weight, sex, and concomitant medication). These pharmacometric 

methods  have  become  standard  in  drug  development  worldwide,  and  have  been 

recommended  by  FDA  and  EMA  for  PK‐PD  data  analysis  and  clinical  trial  design, 

particularly  in  pediatric  and  small  sized  patient  populations10‐12. Nevertheless,  these 

methodologies  appear  to  be  systematically  underutilized  to  address  NTDs,  likely 

because  their  advent occurred much  later  than  the  time when many of  these drugs 

were developed.  

 

To  better  understand  to  what  extent  clinical  PK  studies  have  contributed  to 

optimization  of  treatment  regimens  for NTDs, we  performed  a  systematic  review  of 

published clinical PK studies on NTD therapeutics. We hypothesize that for many of the 

NTD  therapeutics, proper PK  studies and  thus a  rationale  for  their dosing are plainly 

missing, that only few of these studies use modeling and simulation tools. By providing 

a  comprehensive  overview  of  performed  PK  studies,  advantages  and  drawbacks  of 

different  PK methodologies will  be  illustrated  and  gaps  in  PK  research  for  particular 

NTDs will be  identified  to  indicate  the  areas where NTD  therapeutics  can be  further 

improved. 

2.  Methods 

2.1   Study identification 

We performed a systematic  literature review  following applicable criteria of the most 

current  PRISMA  guidelines  (Preferred  Reporting  Items  for  Systematic  Reviews  and 

Meta‐Analyses)13,  the  PRISMA  Checklist  is  in  the  Supplemental  Data  online.  The 
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MEDLINE database was systematically searched through Pubmed for all human clinical 

pharmacokinetic studies until September 2015 that described the clinical PK of a drug 

in the treatment of any of the NTDs. For instance, the search term used for studies for 

Chagas  disease  was:  ((Chagas  disease[Title/Abstract]  OR  American 

trypanosomiasis[Title/Abstract]))  AND  (pharmacokinetics[Title/Abstract]  OR 

pharmacokinetic[Title/Abstract]). Reviews were  excluded  from  the  search,  as well  as 

preclinical  research  and  research  concerning  animals  other  than  human.  The  search 

was limited to publications in English. A full list of all the search terms used is shown in 

Supplemental Table S.1.1.1.  

 

Secondary  literature  was  identified  using  bibliography  of  the  primary  identified 

literature  and  by  specifically  querying  PubMed  using  the  drug  name  in  combination 

with  the  disease.  Because  we  were  particularly  interested  in  the  application  of 

population  PK  approaches  in  NTDs,  also  the  abstracts  of  the  Population  Approach 

Group  Europe  (PAGE)  conference14 were  searched  using  the  same  search  terms. No 

specific protocol was developed for this systematic review. 

2.2  Study selection 

Records  were  initially  screened  to  identify  relevant  publications  based  on  title  and 

abstract.  If the abstract  lacked sufficient detail, the  full publication was assessed. The 

aim  of  this  study was  the  identification  of  clinical  PK  studies  in  the  context  of  the 

treatment of NTDs, and  therefore  studies were excluded  if  the  study’s  subjects were 

not healthy subjects (phase I studies) or patients diagnosed with one of the NTDs; or if 

the  drug  of  interest was  symptomatic  treatment  (e.g.,  suppression  of  fever)  or  for 

treatment of concomitant diseases  instead of the NTD  itself (primary criteria). Articles 

with only pharmacodynamic results or only reporting a bioanalytical method were also 

excluded.  

2.3  Assessment of PK data analysis methods 

The methods used  to analyze  the PK data were extracted  from  the  identified records 

and qualitatively categorized as follows, in order of level of complexity: (I) comparison 

of  average  trough/steady‐state  concentrations,  (II)  NCA,  (III)  individual‐based 

compartmental analysis, (IV) population‐based compartmental analysis, and (V) the use 

of  simulations  and/or  extrapolations.  In  category  I,  studies  were  included  which 

basically  compared  a  drug  concentration  at  a  single  time  point  between  different 

formulations  or  different  patient  groups.  In  category  II  we  included  studies  that 

described  concentration‐time  profiles  or  PK  parameters  by  using  NCA  techniques15. 

Analyses in category III used non‐linear equations to describe individual concentration‐

time  curves,  by  using  theoretical  compartments  and  inter‐compartmental  transfer 

rates,  deriving  individual  PK  parameters  that  can  be  averaged.  In  population‐based 
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analysis  (category  IV)  similar  techniques  are  being  used,  but  with  simultaneous 

estimation  of  both  inter‐individual  and  intra‐individual  variability  (nonlinear  mixed‐

effects models).  The  derived model  is  descriptive  for  the  entire  population  and  can 

subsequently be used for predictions and simulations, and potentially for extrapolation 

to other populations (additional category V).  

2.4  Extraction and analysis of data 

Besides the PK data analysis method, other data that was extracted from the identified 

study  reports were:  administrated  compound, measured  analytes  (parent  compound 

and/or metabolites), route of administration, PK sample matrix, the type and number 

of  subjects,  and  particularly whether  pediatric  patients were  included  in  the  study. 

Additionally, the main conclusions were extracted from all studies in a qualitative way, 

focused  on  the  study  recommendations  in  regard  to  dose  adjustments  or  other 

treatment optimizations. The risk of bias in these recommendations, for instance when 

used analysis methods were insufficient to support these treatment recommendations, 

was gauged and reported if detected. Given the nature of extracted data, only a simple 

descriptive analysis was conducted, summarizing individual studies. 

3.  Results 

3.1   Study characteristics 

The  primary  literature  search  identified  431  unique  publications.  After  screening, 

341 publications  were  excluded  based  on  the  primary  criteria.  Combined  with 

additional articles through secondary sources, 82 publications were eventually included 

in  this  systematic  review  (Figure  1.1.1).  No  full  texts  were  available  for  6  studies; 

however,  the  abstracts  of  these  publications  contained  all  the  information  to  be 

extracted  and  they  did  not  need  to  be  excluded.  The  search  and  inclusion  results 

stratified per NTD are shown in Supplemental Table S1.1.1. A summary of all identified 

PK studies together with their main characteristics is shown in Table 1.1.2.   
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Figure 1.1.1  Study flow diagram. NTDs: neglected tropical diseases. 

 

 

For 4 out of  the 17  (24%) NTDs not a single PK study could be  identified,  these were 

yaws, dracunculiasis, dengue/chikungunya/zika and soil‐transmitted helminthiases. For 

6  (41%)  other  NTDs,  less  than  5  PK  studies  had  been  reported. Most  studies  had 

included small patient numbers, only 5 studies (6.1%) had included >50 subjects (Table 

1.1.2). Pediatrics were  included  in 9 (11%) studies. The majority of these studies were 

not very recent; 56% of studies were published before 2000; the frequency of studies 

per  year  is  depicted  in  Figure  1.1.2.  Concerning  the  used  analysis  methods,  some 

studies  employed multiple  analysis methods,  e.g.,  both  comparison  of  steady‐state 

concentrations and NCA (Table 1.1.2). When  looking at the most complicated method 

employed  in the study, most studies used NCA methods for PK analysis (62%). Twelve 

studies  (15%)  used  population‐based  compartmental  analysis  of  which  8  (10%) 

additionally performed simulations or extrapolation. Regarding the aim of the studies, 

38  studies  (46%)  focused  on  describing  the  PK  of  a  compound  without  further 

interpretations.  Only  5  studies  (6%)  evaluated  exposure‐response  relationships. 

Although some of these studies reported side effects16‐18, none of these attempted to 

relate drug exposure to observed toxicity. On the other hand, relatively many studies 

(28%)  evaluated drug‐drug  and  food  interactions.  This  is due  to  the  frequent use of 

combination  therapies  for  the  treatment of NTDs, and due  to  the  implementation of 

overlapping prophylactic mass drug administrations for e.g., onchocerciasis,  lymphatic 

filariasis, and schistosomiasis.  
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Figure 1.1.2  Number  of  identified  clinical  pharmacokinetic  publications  on  neglected  tropical  diseases 

stratified per year. 
 

3.2  Pharmacokinetic studies per neglected tropical disease 

Based  on  the  cause  of  the  infection,  NTDs  can  be  divided  in  four  groups:  diseases 

caused by protozoal parasites, bacteria, helminthes and viruses (an extensive overview 

is provided in Table 1.1.1). The protozoal NTDs are all caused by kinetoplastid parasites: 

Chagas  disease,  human  African  trypanosomiasis,  and  leishmaniasis.  Bacteria,  a  large 

and  diverse  group  of  prokaryotic microorganisms,  cause  Buruli  ulcer,  leprosy  (both 

caused  by  Mycobacteria),  trachoma  and  yaws.  Helminthes,  commonly  known  as 

parasitic  worms,  are  large  multicellular  organisms.  The  helminth  NTDs  are 

cysticercosis/taeniasis,  dracunculiasis,  echinococcosis,  foodborne  trematodiases, 

lymphatic  filariasis,  onchocerciasis,  schistosomiasis,  and  the  soil‐transmitted 

helminthiases. Viral NTDs  include the arboviral disease dengue  (plus chikungunya and 

zika) and rabies. A general overview of medicines that are currently  in use for NTDs  is 

listed in Table 1.1.31,19.  

 

The most salient  identified PK studies for NTD therapies will be discussed, focusing on 

studies  that  played  a  role  in  treatment  optimization.  A  full  overview  of  identified 

studies can be found in Table 1.1.2.  
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Table 1.1.3  Currently used drugs for neglected tropical diseases. 

Disease  Drug  Route of 
administration 

Chagas disease       
  Benznidazole  Oral 
  Nifurtimox  Oral 
Human African trypanosomiasis        
   Early stage  Pentamidine  IV, IM 
  Suramin  IV 
   Late stage  Melarsoprol  IV 
  Nifurtimox and eflornithine  IV and IV 
Leishmaniasis       
  Meglumine antimoniate  IL, IV, IM 
  Sodium stibogluconate  IL, IV, IM 
  Paromomycin (paromomycin ointment or WR 

279396 cream) 
Topical, IM 

  Pentamidine  IV, IM 
  Amphotericin B deoxycholate   IV 
  Liposomal amphotericin B   IV 
  Fluconazole  Oral 
  Ketoconazole  Oral 
  Miltefosine  Oral 
Buruli ulcer       
  Rifampicin and streptomycin  Oral and IM 
  Alternative compounds:   
     Clarithromycin  Oral 
     Moxifloxacin  Oral 
Leprosy       
   Multibacillary  Rifampicin and dapsone  Oral and oral 
   Paucibacillary  Rifampicin, dapsone and clofazimine   Oral, oral and oral 
Trachoma       
  Azithromycin  Oral 
   Topical tetracycline   Topical 
Endemic treponematoses       
  Azithromycin   Oral  
  Penicillin G benzathine  IM 
Cysticercosis/taeniasis       
  Albendazole   Oral 
  Praziquantel  Oral 
Dracunculiasis1       
Echinococcosis       
  Albendazole  Oral 
Foodborne trematodiases       
   Clonorchiasis and opisthorchiasis  Praziquantel  Oral 
   Fascioliasis  Triclabendazole  Oral 
   Paragonimiasis  Praziqantel or triclabendazole  Oral and oral 
Lymphatic filariasis       
  Diethylcarbamazine   Oral 
  Additional treatment:   
     Doxycycline  Oral 
     Ivermectin  Oral 
     Albendazole  Oral 
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Table 1.1.3  (continued) 

Disease  Drug  Route of 
administration 

Onchocerciasis       
  Microfilaricidal therapy:   
     Ivermectin  Oral 
  Macrofilaricidal therapy:   
     Doxycycline followed by ivermectin  Oral and oral 
Schistosomiasis       
  Praziquantel  Oral 
Soil‐transmitted helminthiases       
  Albendazole  Oral  
  Mebendazole  Oral 
  Pyrantel pamoate  Oral 
Dengue and Chikungunya2       
Rabies3       

1 For dracunculiasis, treatment  involves removing the adult worm; 2 Treatment of dengue and chikungunya 

consists of  relieving  symptoms;  3 After  exposure by  an  animal  that might have  rabies, postexposure  anti‐
rabies vaccination is recommended to prevent rabies infection. 

 

3.2.1  Chagas disease 

Around 5.7 million people worldwide  are  affected by Chagas disease  (also  known  as 

American  trypanosomiasis), which  is caused by  the Trypanosoma cruzi parasite20. The 

acute phase of the disease is asymptomatic in most patients. During the chronic phase 

patients  can  experience  cardiac,  digestive  or  neurological  symptoms,  which 

complications lead in many patients to fatality in the late chronic stage mostly decades 

after  start  of  infection.  However,  Chagas  disease  can  be  cured  when  treatment  is 

initiated at the acute or early chronic stage. Currently, the only two drugs with proven 

efficacy  in Chagas disease  are nifurtumox  and benznidazole  (Table 1.1.3). Clinical  PK 

studies  were  found  for  three  drugs:  allopurinol  riboside21,22,  nifurtimox23  and 

benznidazole24‐26 (Table 1.1.2).  

 

Allopurinol  was  not  further  evaluated  for  the  treatment  of  Chagas  disease  after 

demonstrating  suboptimal  exposure21,  which  could  not  be  sufficiently  increased  by 

probenecid co‐administration decreasing the drug’s renal excretion22. 

 

A population PK modelling and simulation approach was used to estimate the exposure 

of  infants  to  nifurtimox  via  breastmilk  of  patients23.  Transfer  of  nifurtimox  into 

breastmilk  appeared  limited  and  unlikely  to  lead  to  significant  exposure  in  infants, 

yielding nifurtimox safe to use for breastfeeding patients.  

 

The first PK study on benznidazole was published in 198024. Very recently, population‐

based analyses were performed  in children25 and  in adults26. Model‐based simulations 
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in these studies suggested that the adult daily dose intervals in chronic Chagas patients 

could  be  prolonged, while  benznidazole  concentrations were  kept within  the  target 

range, potentially simplifying the treatment regimen. 

3.2.2  Human African trypanosomiasis 

Human African trypanosomiasis, also known as sleeping sickness, is transmitted by the 

tsetse  fly  and  caused  by  T.b.  rhodesiense,  resulting  in  an  acute  infection,  and  T.b. 

gambiense,  leading  to a more chronic  infection  (Table 1.1.1). Without  treatment,  the 

infection of  the  central nervous  system  is ultimately  fatal27. There  are  currently  four 

treatments in use for the two different stages of human African trypanosomiasis (Table 

1.1.3), all of which exhibit substantial toxicities: pentamidine, suramin, melarsoprol and 

nifurtimox  plus  eflornithine.  Clinical  PK  studies  were  identified  for  three  of  these 

treatments:  pentamidine28,29,  melarsoprol30‐33,  and  eflornithine34‐36.  Additionally,  PK 

studies  were  found  for  fexinidazole,  a  drug  currently  still  in  late‐phase  clinical 

development37,38. 

 

PK  played  an  important  role  in  the  optimization  of  eflornithine  therapy.  Based  on 

cerebrospinal  fluid  (CSF)  and  plasma  PK  data  from  late‐stage  T.  b.  gambiense 

trypanosomiasis,  a  new  dosing  regimen  was  proposed  for  eflornithine,  including 

different infusion intervals, and increased doses in children, based on body surface area 

instead of body weight34. Later it was shown that the current dosing of oral eflornithine 

did  not  result  in  adequate  therapeutic  plasma  and  CSF  concentrations  in  adult 

patients35. Recently, a population‐based PK‐PD model for the different stereoisomers of 

eflornithine was developed reanalyzing previous PK data and showed the importance of 

stereoselective  exposure,  which  provided  an  explanation  why  oral  eflornithine  had 

failed so far for late‐stage human African trypanosomiasis patients36.  

 

Melarsoprol  PK  in  plasma  and  CSF were  assessed  using  compartmental methods  in 

19 trypanosomiasis patients, after which the typical exposure for safer alternative dose 

regimens  could  be  simulated31.  However,  the  PK‐PD  relationships  for  melarsoprol 

remain  unclear:  melarsoprol  PK  parameters  and  CSF/plasma  exposure  were  not 

significantly different  in  refractory  compared  to  cured  patients32  and  arsenic  urinary 

excretion was not predictive of either toxicity or efficacy of melarsoprol30. 

 

Fexinidazole,  a  nitroimidazole‐compound  currently  under  clinical  development  for 

human  African  trypanosomiasis,  and  its  active metabolites  were  studied  in  healthy 

volunteers,  showing  the  need  for  concomitant  food  intake  which  increases  the 

bioavailability of this compound substantially and identifying a target dose for the first 

in‐patient studies37,38.  
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3.2.3  Leishmaniasis 

Leishmaniasis is caused by various species of Leishmania parasites that are transmitted 

by sandflies, with different and widespread geographical regions of distribution, leading 

to distinctly different clinical presentations. Cutaneous  leishmaniasis  is most prevalent 

and  has  the  potential  to  progress  into  mucocutaneous  leishmaniasis.  Visceral 

leishmaniasis  (VL)  is  the  most  severe  clinical  form  and  is  inevitably  fatal  if  left 

untreated. Treatment of leishmaniasis depends on the type of disease, parasite species, 

and  on  the  availability  of  treatment  depending  on  the  geographical  location.  Local 

chemotherapeutic  treatment  with  intralesional  pentavalent  antimonials  or 

paromomycin  cream  can  be  an  option  for  cutaneous  leishmaniasis,  although  some 

species or severe/diffuse disease are rather treated systemically with either parenteral 

antimonials,  liposomal amphotericin B, pentamidine or oral miltefosine, ketoconazole 

and  fluconazole39.  Recommended  treatments  for  VL  are,  depending  on  species  and 

geographical  location,  either  parenteral  (liposomal)  amphotericin  B,  the  antimonial 

sodium  stibogluconate,  paromomycin,  oral  miltefosine  or  combinations  of  sodium 

stibogluconate  with  paromomycin  (East  Africa)  or  liposomal  amphotericin  B  plus 

paromomycin/miltefosine  (India).  Several  clinical  PK  studies  were  conducted  in 

leishmaniasis, and have helped most notably to optimize dose regimens for miltefosine 

for VL40‐43,  for antimonials  for  cutaneous  leishmaniasis44‐46 and  for VL47,48,  to quantify 

exposure  to  paromomycin  in  VL49,  and  to  assess  systemic  penetration  of  topical 

paromomycin  formulations50.  Few  studies  have  been  performed  in  the  context  of 

leishmaniasis on allopurinol21,22 and sitamaquine51 which both are not in clinical use at 

the moment. 

 

Comparing  the  two  pentavalent  antimonial  compounds  in  use  for  leishmaniasis, 

meglumine antimoniate and sodium stibogluconate, equivalent systemic exposure was 

shown  for  the active  component pentavalent antimony, possibly  indicating  that  they 

can  be  used  interchangeably48.  In  cutaneous  leishmaniasis,  PK  studies  on  parenteral 

sodium  stibogluconate  demonstrated  wide  variability  in  drug  exposure44,  but  also 

penetration of the active component antimony in the skin, with no differences between 

normal skin and  lesions52. The first pediatric study of meglumine antimoniate showed 

that  drug  exposure  is  significantly  lower  in  children  than  in  adults  treated with  the 

same  linear  weight‐adjusted  (mg/kg)  regimen,  possibly  indicating  that  children  are 

currently undertreated53. Only a descriptive analysis of  the PK was performed, which 

did not suggest or evaluate alternative dose regimens for children.  

 

Systemic  penetration  of  paromomycin  and  gentamycin  after  application  of  two 

different  topical  formulations  in  cutaneous  leishmaniasis patients was assessed using 

compartmental methods50. While gentamycin remained largely undetectable in plasma, 

paromomycin accumulated  to 5‐9% of  typical  trough concentrations achieved after a 



Lack of clinical pharmacokinetic studies to optimize the treatment of neglected tropical diseases 

39 

1.1 

standard  intramuscular  administration  of  15  mg/kg  paromomycin,  indicating  little 

concern for systemic drug toxicity of the topical formulations.  

 

Most PK studies in leishmaniasis were conducted on the oral drug miltefosine. In 2008 

the first population PK model for this drug was developed on data from Dutch military 

personnel  who  contracted  L.  major  cutaneous  leishmaniasis  in  Afghanistan40.  This 

analysis  showed  that miltefosine  is eliminated at a much  slower  rate  than expected, 

which  has  potential  implications  for  emerging  drug  resistance  and  the  required 

contraception  period  due  to miltefosine’s  teratogeniticity.  A  subsequent  simulation 

study  focused on  the  translation of  the  reproductive  safety  limit  in animal  studies  to 

Indian  female  VL  patients. New  recommendations  for  the  duration  of  contraceptive 

cover after miltefosine treatment were provided based on these findings41. In a model‐

based  study, miltefosine  exposure  appeared  to  be  lower  in  children  than  in  adults 

treated with the same mg/kg dose, possibly explaining increased failure rates observed 

in  pediatric  VL  patients.  A  new  dosing  algorithm  based  on  allometric  scaling  was 

proposed and was evaluated by Monte Carlo simulations42. Recently, a PKPD model of 

miltefosine  in  Nepalese  VL  patients  indeed  identified  a  PK‐PD  relationship  between 

miltefosine exposure and long‐term treatment relapse43. The confirmed underexposure 

in  children,  reinforces  the  need  for  implementing  the  earlier  proposed  allometric 

miltefosine dosing regimen for VL42,43.  

3.2.4  Buruli ulcer 

Buruli  ulcer  is  an ulcerating  infection  caused  by Mycobacterium ulcerans,  leading  to 

long‐term  functional  disability,  loss  of  productivity  and  stigmatization.  Antimicrobial 

treatment  is particularly effective  in small  lesions and at an early stage of  infection,  it 

reduces healing time, recurrence rate and the need for surgical intervention54. Different 

combinations  of  antimicrobials  are  used,  depending  on  available  resources  and  the 

stage  of  the  disease.  The most  widely  accepted  combination  is  oral  rifampin  with 

intramuscular streptomycin, the oral combination of rifampin with clarithromycin is still 

under  clinical  evaluation. Only  a  single  PK  study  could  be  identified  for  Buruli  ulcer, 

which studied systemic PK of rifampin and clarithromycin  in patients using population 

compartmental methods55.  

 

In  this study  the counteracting  interaction effects  (both cytochrome P450 3A4 and P‐

glycoprotein)  of  clarithromycin  and  rifampin  on  each  other’s  PK  were  investigated. 

Eventually it was suggested that a doubled dose of clarithromycin should be evaluated 

in future clinical studies to ensure an increased time above MIC55.  
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3.2.5  Leprosy 

Leprosy can be divided  into paucibacillary and multibacillary disease.  If not treated  in 

an early phase, it results in lifelong neuropathy and disability. A combination of drugs is 

needed due  to  the emergence of drug  resistance.  In 1995 WHO  supplied  free multi‐

drug  therapy  to  leprosy  patients  in  all  endemic  countries, which  led  to  a  dramatic 

decrease  in  prevalence.  For  paucibacillary  treatment  the  recommended  all  oral 

treatment combination  is  rifampicin plus dapsone,  for multibacillary  this combination 

should  be  extended  with  clofazimine  (Table  1.1.3).  Various  PK  studies  have  been 

conducted  on  dapsone56‐59,  clofazimine60  and  specific  drug‐drug  interaction  studies 

focusing  on  the  interactions  between  dapsone,  clofazimine  and  rifampicine  using 

various  formulations61‐64.  A  few  studies  focused  on  thalidomide  PK65,66,  which  is 

currently  largely  considered obsolete due  to  its  teratogenicity. PK  studies  for  leprosy 

were mainly performed in the 1980/90s and generally using NCA methods (Table 1.1.2). 

 

A  study  on  dapsone  and  its main  active metabolite monoacetyldapsone  in  leprosy 

patients  concluded  that  the  standard  100  mg/day  dose  was  sufficient  to  maintain 

therapeutic  plasma  concentrations  in  relation  to  in  vitro  susceptibility  values58. 

Nevertheless, dose adjustments might be needed for obese patients treated with this 

regimen59.  Various  drug‐drug  interaction  studies  did  not  reveal  clinically  significant 

interactions, although little is known about the required minimal effective exposure in 

leprosy61‐64.  

 

PK of  clofazimine has been analyzed using  compartmental methods after various  fed 

and  fasting  conditions  to  determine  food  effects  and  the  relative  bioavailability60.  A 

high‐fat  meal  increased  bioavailability  significantly  and  was  therefore  considered 

preferable, although exposure‐effect  relationships  for clofazimine  in  leprosy have not 

been properly established.  

3.2.6  Trachoma 

Trachoma  is the  leading  infectious cause of blindness worldwide. The  infection of the 

eye  by  Chlamydia  trachomatis  can  be  divided  into  two  clinical  stages:  initial  active 

trachoma  (inflammation)  and  cicatricial  disease  (eyelid  scarring).  Active  trachoma  is 

mostly seen in young children and cicatricial disease and eventual blindness is typically 

seen  in  adults.  Treatment  and prevention of  trachoma  consists of  surgery  and mass 

drug administration of antibiotic treatment. The WHO recommends either single dose 

oral  azithromycin  or  topical  tetracycline.  Since  trachoma  commonly  geographically 

overlaps  with  other  NTDs  such  as  onchocerciasis  and  lymphatic  filariasis,  regional 

elimination  initiatives  for  these  diseases  in  terms  of mass  drug  administrations  are 

often  aimed  to  be  combined.  PK  studies  have  therefore  focused  on  drug‐drug 
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interactions  between  azithromycin  and  drugs  used  in mass  drug  administration  for 

these other NTDs (ivermectin and albendazole)67,68. 

 

Ivermectin  exposure  appeared  to  be  increased  in  healthy  volunteers  in  combination 

with azithromycin and the authors recommended subsequent modeling and simulation 

to  predict  and  evaluate  an  optimal  dosing  regimen  for  this  drug  combination67.  A 

subsequent population PK analysis of the same data showed the benefit of modelling 

and simulation by pinpointing that the mechanism of this interaction was an increase in 

bioavailability and demonstrating  that maximum expected  ivermectin exposures after 

concomitant  administration  of  azithromycin were  still within  a well‐tolerated  range, 

meaning that combining these drugs in mass drug administrations should be feasible68.  

3.2.7  Endemic treponematoses 

Endemic  treponematoses  are  a  group  of  chronic  bacterial  infections,  related  to 

venereal  syphilis,  caused  by  treponemes  that  mainly  affect  the  bones  and/or  skin 

causing  localized  lesions.  The  spectrum  of  diseases  includes  yaws,  endemic  syphilis 

(bejel), and pinta. Yaws is the most prevalent form of nonvenereal treponematosis, and 

while rarely fatal, it can lead to chronic disfigurement and disability. Treatment consists 

of a single dose of  long‐acting penicillin or oral azithromycin. No PK studies could be 

identified for drugs used to treat endemic treponematoses.  

3.2.8  Cysticercosis/taeniasis 

Cysticercosis  and  taeniasis  are  both  caused  by  species  of  the  Taenia  tapeworm. 

Taeniasis  is  the  intestinal  infection  with  adult  tapeworms.  This  mild  disease  is  an 

important cause for transmission of cysticercosis, an  infection with the  larval stage of 

the  pork  tapeworm  Taenia  solium  that  can  cause  life‐threatening  clinical 

manifestations. The most severe form is neurocysticercosis in which the larval cysts are 

located  in  the  central nervous  system  and  cause  severe neurological  symptoms. The 

treatment  of  (neuro‐)cysticercosis  is  not  fully  established.  Besides  symptomatic 

treatment  (antiepileptics)  it  remains  debated  whether,  and  if  so  in  which  cases, 

antiparasitic  and  concomitant  anti‐inflammatory  treatment  to  reduce  inflammation 

associated with the dying organism are indicated. The main antiparasitic agents used in 

cysticercosis are albendazole and praziquantel, while the supportive anti‐inflammatory 

therapy  can  be  corticosteroids  or  methotrexate.  PK  studies  are  available  for  both 

albendazole69‐71 and praziquantel72‐74, and have focused on drug‐drug interactions71‐74. 

 

Albendazole sulfoxide, the main metabolite of albendazole, has been studied in several 

clinical  trials  on  neurocysticercosis.  Despite  the  absence  of  an  established  PKPD 

relationship, these studies suggested based on the area under the concentration‐time 

curve and steady‐state trough concentrations that albendazole administration could be 
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changed from the current clinical practice of thrice daily, to twice daily70,75. Conversely, 

a  small descriptive  study  in  children advised an opposite dose adjustment, given  the 

increased  clearance  in  children69.  Drug‐drug  interaction  studies  indicated  that  there 

were no interactions with antiepileptic drugs and that dexamethasone even decreased 

the  elimination  rate  of  albendazole71.  Co‐administration  of  the  antiparasitic 

praziquantel increased albendazole sulfoxide exposure possibly synergizing the efficacy 

of both drugs when administered together74.  

 

Drug‐drug  interaction  studies  with  praziquantel  demonstrated  that  exposure  was 

decreased  in combination with dexamethasone and anti‐epileptics possibly  related  to 

induction  of  cytochrome  P450‐mediated  hepatic  metabolism72.  Conversely,  co‐

administration of the H2‐receptor antagonist cimetidine was demonstrated to prolong 

exposure of praziquantel, suggesting the possibility for further improvement of efficacy 

of this single‐day therapy73.  

3.2.9  Dracunculiasis 

Dracunculiasis  is also known as guinea‐worm disease. The  infection  is  transmitted by 

drinking unfiltered water containing the  larvae of Dracunculus medinensis. Treatment 

consists  of  slow  extraction  of  the  worm  combined  with  wound  care  and  pain 

management. There  is no specific chemotherapy  indicated to treat dracunculiasis and 

no PK studies were found. 

3.2.10  Echinococcosis 

There are four species of Echinococcus tapeworms that can cause infection in humans. 

Humans  are  an  incidental  host;  with  transmission  through  e.g.,  contaminated 

environmental water.  The  two main  types  of  disease  are  cystic  echinococcosis  and 

alveolar  echinococcosis,  both  characterized  by  the  slow  growth  of  cyst‐like  larvae, 

usually  in  the  liver.  Development  of  active  disease  can  take  multiple  years.  Oral 

albendazole  is  the  chemotherapy  of  choice  for  both  disease  types,  sometimes 

combined with  surgery or percutaneous drainage of  the  cysts. Albendazole  is poorly 

absorbed  from  the  gastro‐intestinal  tract  and  most  PK  studies  have  focused  on 

improving the bioavailability of the compound76‐78. 

 

The  PK  of  albendazole  and  its main metabolite,  albendazole  sulphoxide,  have  been 

studied in patients with echinococcosis76. It was shown that extrahepatic cholestasis, a 

common  symptom  of  echinococcosis,  delayed  the  absorption  and  decreased  the 

elimination  rate  of  albendazole.  Another  study  looked  at  bioequivalence  between  a 

novel  emulsified  formulation  of  albendazole  compared  to  a  standard  oral  tablet 

formulation77. To improve the low bioavailability of albendazole, co‐administration with 

cimetidine was  studied78.  The  high  inter‐individual  variability  in  PK  and  the  various 
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possible  contradictory  effects  of  cimetidine  on  both  absorption  (increased)  by 

decreasing  the  gastro‐intestinal  pH  and  metabolism  by  cytochrome  P450  enzyme 

inhibition for both albendazole and its sulfoxide metabolite complicated the descriptive 

interpretation of the results from this study78. 

3.2.11  Foodborne trematodiases 

Foodborne  trematodiases  are  zoonotic  infections  caused  by  parasitic  flatworms,  so 

called  ‘liver  flukes’ which  can  result  in  clonorchiasis, opisthorchiasis,  fascioliasis,  and 

paragonimiasis.    Transmission  cycles  differ widely,  but  generally  involve  ingestion  of 

food contaminated with the parasite larvae.  The worms are mainly located in the liver 

and gall bladder or  in  the  lung  (paragonimiasis). Different antihelminthic  compounds 

are  used,  depending  on  the  infecting  worm  (Table  1.1.3),  but  praziquantel  and 

triclabendazole are two of the main drugs in use for this group of diseases.  PK studies 

were found for both these drugs79‐82, although no studies were found in the context of 

paragonimiasis  (lung  fluke).  Given  the  liver  damage  caused  by  the  flukes, many  PK 

studies focused on a disease‐effect on cytochrome P450 enzyme‐mediated metabolism 

of  the  compounds,  which  appeared  most  prominent  for  cytochrome  P450  3A4‐

substrate praziquantel79. 

 

The  bioavailability  of  triclabendazole,  the  drug  of  choice  for  fascioliasis,  and  total 

exposure  to  active metabolites  was  shown  to  be  greatly  increased  by  concomitant 

food‐intake81.  Descriptive  PK  parameters  were  not  different  between  fascioliasis 

patients  and  healthy  subjects,  indicating  the  absence  of  a  disease‐effect  on 

triclabendazole metablism despite obvious liver damage82. 

 

Praziquantel,  the  antihelminth  drug  of  choice  for  both  opisthorchiasis  and 

clonorchiasis, appeared  to have a  reduced clearance  rate  in advanced opisthorchiasis 

infection, compared to early‐stage disease and post‐recovery, presumably due to  liver 

impairment79.  In clonorchiasis patients, a sustained‐release  formulation was  tested to 

allow  for a  single‐dose  treatment with praziquantel. Despite a  similar area under  the 

concentration‐time  curve,  the  sustained‐release  formulation  with  lower  maximal 

concentration and peak time showed unsatisfactory efficacy compared to a single‐dose 

normal‐release praziquantel80. 

3.2.12  Lymphatic filariasis 

Lymphatic  filariasis,  also  known  as  elephantiasis,  is  a  disfiguring  disease  caused  by 

filarial nematodes (roundworms) and is a major cause of disability and social stigma in 

endemic areas. The filarial worms are transmitted by mosquito’s and cause an infection 

of  the  lymphatic  system  and  skin,  leading  to  massive  edema  formation  in  e.g., 

extremities  and  genitalia.  Current  treatment  is  generally  through  mass  drug 
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administration  with  the  aim  to  stop  transmission  of  the  disease  by  killing  the 

microfilarial stage of  the parasite, using albendazole plus either  ivermectin  in  regions 

with onchocerciasis  (i.e., African countries) or albendazole plus diethylcarbamazine  in 

all other regions. PK studies  in the context of  lymphatic  filariasis were  found  for both 

these combinations83‐85. Doxycycline has been proposed as treatment to kill also adult 

worms, but no PK studies could be identified for this drug in this context. 

Co‐administration of diethylcarbamazine and albendazole was  investigated  in healthy 

volunteers  from  areas  where  lymphatic  filariasis  is  endemic83. Whereas  large  inter‐

individual  variability  in exposure of all drugs was observed, no  significant  interaction 

was  detected.  To  assess  the  safety  of  albendazole mass  drug  administration  during 

breast feeding, the PK of albendazole and metabolites was studied in the breast milk of 

treated  women.  Albendazole  and  albendazole  sulphoxide  achieved  low  penetration 

into breast milk and was not considered to be harmful for breastfed infants85.  

3.2.13  Onchocerciasis 

Onchocerciasis,  also  known  as  river  blindness,  is  caused  by  the  filarial  nematode 

Onchocerca vulvus, which  is transmitted through the bites of blackfly that breed near 

rivers.  It  results  in  various  clinical  manifestations,  such  as  pruritus,  subcutaneous 

nodules, onchocercal skin disease, and blindness. The therapeutic targets are the young 

microfilariae located e.g., in the skin, as well as the adult worms (macrofilariae) located 

generally  in  the  subcutaneous  nodules.  The  clinical  approach  to  treatment  is mainly 

focused on  interrupting  transmission  through mass drug  administration programmes 

with  ivermectin  (focused  on  killing  the microfilariae)  at  6‐  to  12‐monthly  intervals, 

sometimes in combination with albendazole due to overlap with lymphatic filariasis co‐

infection. For individual treatment doxycycline is used in combination with ivermectin. 

Various  studies  have  investigated  the  PK  of  albendazole  and  ivermectin  in 

onchocerciasis  patients,  focusing  on  dose‐finding,  food‐effect,  compliance,  disease‐

effect, tissue distribution and drug‐drug interactions86‐90. No PK studies were found for 

doxycycline. Other less established treatments include: suramin (too toxic and costly91), 

moxidectin (under development92), amocarzine (insufficient efficacy93,94). 

 

Combining albendazole and ivermectin appeared to be safe and not to result in any PK 

interactions,  albendazole  co‐administration  offered  no  advantage  over  ivermectin 

alone  in  terms  of  efficacy  against  onchocerciasis86,87.  A  fatty  meal  increased  the 

bioavailability  of  albendazole  four‐fold  and  concomitant  food‐intake  should  thus  be 

recommended86. On  the other hand,  ivermectin PK was  shown  to be not affected by 

either food‐ or alcohol intake90.  

 

Ivermectin PK parameters were similar between healthy volunteers and onchocerciasis 

patients and the drug was shown to penetrate  in fat, skin,  infected nodules and even 

isolated  parasites  from  these  patients89.  Compliance  to  non‐observed  ivermectin 



Lack of clinical pharmacokinetic studies to optimize the treatment of neglected tropical diseases 

45 

1.1 

therapy  in mass drug  administration programmes  could be  assessed  through plasma 

concentration monitoring88.  

 

PK of moxidectin, a veterinary antiparasitic, was  studied  in healthy  lactating women, 

including excretion  into breast milk92. Moxidectin exposure  in  infants  via breast milk 

was  estimated  to  be  8.37%  of  the maternal  dose,  but  PK  information  from  young 

children is necessary to fully understand the implications of this indirect exposure.  

 

The bioavailability of amocarzine, an experimental drug for onchocerciasis, appeared to 

be  poor  in  fasting  conditions.  Additionally,  the  dosing  interval was  suggested  to  be 

shortened  to  twice‐daily  administration  to  increase  exposure93.  A  subsequent  study 

showed improved bioavailability of amocarzine and exposure to its N‐oxide metabolite 

with food intake94.  

3.2.14  Schistosomiasis 

Schistosomiasis is caused by Schistosoma blood flukes, whose lifecycle is dependent on 

fresh water snails. Humans get infected through skin contact with contaminated water. 

The  localization  of  the  infection  can  vary  depending  on  the  infective  Schistosoma 

species and can develop  in  the  intestines,  liver,  spleen,  lungs, and bladder or urinary 

tract.  The  acute  phase  is  characterized  by  a  transient  hypersensitivity  reaction 

associated with  tissue migration  of  the  larvae.  Chronic  infection  can  result  in many 

different clinical manifestations  such as haematuria  (urogenital) or blood  in  the  stool 

(intestinal), depending on  the  infected organs. Control of  schistosomiasis  is based on 

large‐scale treatment mainly using praziquantel, which was the topic of most PK studies 

in  schistosomiasis95‐97,16.  The  hepatic  and  renal  dysfunction  associated  with  chronic 

infection have been  the  focus of various praziquantel PK studies, which  is hepatically 

metabolized  and  renally  cleared.  We  also  found  descriptive  PK  studies  for  the 

experimental drugs metrifonate98 and oxamniquine99. 

 

In one schistosomiasis case with chronic kidney failure, praziquantel plasma PK seemed 

not  to be  affected. This  could  indicate  that  advanced  schistosomiasis  can be  treated 

with  the  regular praziquantel dose95.  In patients  infected by Schistosomiasis mansoni 

with various degrees of hepatic dysfunction, both the time to maximal concentrations 

as well as the area under the concentration‐time curve increased proportional with the 

degree of hepatic insufficiency16. In spite of these pharmacokinetic differences, efficacy 

appeared not to be affected and dose adjustments based on hepatic function were not 

advised16.  Pharmacokinetic  parameters  of  two  formulations  of  praziquantel  were 

compared, to investigate a slower release formulation96.  
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3.2.15  Soil‐transmitted helminthiases 

Soil‐transmitted helminthiases are a diverse set of diseases caused by intestinal worms 

and often  affect  the most poor  and  rural  communities. The main  species  that  infect 

people  through  contact  with  contaminated  soil  are  the  roundworm  (Ascaris),  the 

whipworm  (Trichuris), and the hookworms  (Necator and Ancylostoma). Treatment for 

these infections is mainly through administration of antihelminths such as albendazole 

and  mebendazole.  Preventive  treatment  to  reduce  transmission  to  endemic 

populations is also widely used. No PK studies were identified.  

3.2.16  Dengue, chikungunya, and zika 

Dengue  is  the most  prevalent  arthropod‐borne  viral  disease.  The  Flavivirus  infection 

can cause a wide range of clinical manifestations of which severe hemorrhagic dengue 

is  potentially  fatal.  Chikungunya  and  zika,  two  other  flaviviruses  that  are  also 

transmitted by mosquitos, both cause acute  febrile polyarthralgia and arthritis. There 

are  no  specific  therapeutic  treatments  available  for  dengue,  chikungunya,  or  zika, 

although a  few vaccines are  currently  in development. However, no PK  studies were 

identified for these viral infections. 

3.2.17  Rabies 

Rabies  is  caused  by  a  range  of  lyssaviruses  and  usually  starts  with  non‐specific 

symptoms during the prodromal phase, but once a patient is symptomatic the infection 

usually  leads to progressive encephalopathy and  is virtually always fatal. There are no 

established  antiviral  treatment  regimens  for  rabies,  although  various  post‐exposure 

prophylaxis  schedules  based  on  vaccine  therapy  with  or  without  rabies‐specific 

immunoglobulins  are  being  used  to  prevent  development  of  symptomatic  disease. 

Some  PK  studies  have  been  performed  on  the  kinetics  of  administered  anti‐rabies 

antibodies17,18  and  administered  human  interferon  to  support  an  early  immune 

response100. 

PK  of  human  leukocyte  interferon  in  cerebrospinal  fluid  was  compared  between 

systemic  and  local  intraventricular  direct  administration100.  This  study  demonstrated 

that  interferon  levels  in  the  cerebrospinal  fluid  could  be maintained  at  potentially 

therapeutically active levels, also by systemic administration. Two other studies looked 

at  immunoglobulin antibody administrations to  increase rabies antibody titers.  In one 

study,  two  sources  of  equine  rabies  immunoglobulin  were  compared  in  terms  of 

antigen‐binding  fragments,  which  showed  similar  time‐profiles,  but  no 

bioequivalence17.  A  phase  I  study  with  a  recombinant  human  IgG1  anti‐rabies 

monoclonal  antibody  determined  the  required  dose  to  use  in  future  post‐exposure 

prophylaxis studies based on antibody PK18. 
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4.  Discussion 

This is the first comprehensive and systematic review of clinical PK studies undertaken 

in  the  field  of  NTDs.  Our  study  highlights  the  paucity  of  PK  data  available  for  the 

treatments used against NTDs and the  lack of application of modelling and simulation 

techniques  in this particular clinical area. For various NTDs (endemic treponematoses, 

dracunculiasis, dengue/chikungunya, and soil‐transmitted helminthiasis) no PK studies 

could be identified at all, while for others only very few studies (<5) were found (buruli 

ulcer,  trachoma,  echinococcosis,  lymphatic  filariasis,  food‐borne  trematodiases,  and 

rabies). For diseases such as e.g., the soil‐transmitted helminthiases and rabies this lack 

of PK studies  is  in stark contrast  to  their massive global burden of disease  (2700 and 

26400  deaths  per  year  and  5.19  and  1.46 million  DALYs,  respectively). Whereas  for 

some of these diseases dedicated chemotherapeutic options have never been available 

(e.g., dracunculiasis and dengue),  for other NTDs multiple drugs have been  in clinical 

use  for  decades  as  part  of  established  treatment  guidelines,  but  information  on  PK 

studies  is  lacking. Due to the consistent  lack of research and development funding for 

treatment of NTDs, very little innovation has been witnessed in the past century for the 

management  of  NTDs.  For  example,  suramin,  pentamidine,  and melarsoprol,  which 

were discovered  in 1920, 1940, and 1949, respectively, are still being used for human 

African  trypanosomiasis  and  leishmaniasis management.  For  all of  these drugs no or 

very  little PK studies have been performed since their  introduction (we  identified 1, 2 

and 5  studies,  respectively), while  their  live‐threatening  toxicities and  the continuous 

threat  of  emerging  drug  resistance  requires  continued  optimization  of  these  dose 

regimens.  The  gap  of  knowledge  on  PK  and  PK‐PD  relationships  limiting  treatment 

optimization and adaptation has been pointed out before e.g., for praziquantel101 and 

schistosomiasis102, but has largely been neglected for other NTDs previously.  

4.1  Limitations 

Since our systematic review focused on clinical PK studies, the term ‘pharmacokinetics’ 

was  the most  central  search  term  in our  analysis. However,  this  term  itself has only 

been introduced in the field of pharmacology in 1953 by Dost and has been popularized 

in the two decades afterwards103. Given that several current drugs against NTDs have 

been  in use  for a  few decades already,  it could be  that various older publications  for 

these  particular NTD  drugs were  not  identified,  since  they  potentially  did  not make 

mention of  the  term  ‘pharmacokinetics’. This might  also explain  that our  two oldest 

identified studies date from 198024,98, which might thus be a biased observation. While 

drug development activities in the field of NTDs have substantially increased during the 

past  15  years,  mainly  through  increased  political  awareness  and  novel  innovation 

mechanisms  such  as  the  product  development  partnership  Drugs  for  Neglected 

Diseases  initiative  (http://www.dndi.org),  this  appeared  not  to  be  reflected  in  the 
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number of PK studies conducted. There is no particular increasing trend in the number 

of clinical PK reports for NTDs since 2000 (Figure 1.1.2). On the contrary, more than half 

of all identified PK studies were published prior to 2000, with a peak of publications in 

the  mid‐1990s  (7  studies  in  1993).  This  might  indicate  that,  despite  innovative 

breakthroughs  and  increased  clinical  trial  activities  in  the  field  of  NTDs, 

pharmacokinetic studies are still being neglected; an observation which is corroborated 

by  a  recent  review  that  found  only  4/382  active  clinical  trials  on  NTDs  directed  at 

pharmacokinetic  studies9. Regarding  the  type of PK analysis,  there was an  increasing 

trend  of  using  a  population  approach  to  analyze  the  PK  data  over  the  past  decade 

(Figure 1.1.2).  

 

A  limitation  in  our  search  strategy was  the  English  language  restriction,  potentially 

missing  papers  e.g.,  in  French  from African  journals  or  Chinese  from Asian  journals. 

Additionally,  (national)  journals  from  countries/regions where NTDs  are  endemic  are 

not  particularly  well  covered  by  Pubmed/MEDLINE.  Theoretically  this  might  have 

precluded our access  to some  literature, but given  the topic of our  literature analysis 

this  potential  bias  is  probably  in  reality  very  small  or  even  non‐existent  and more 

relevant for clinical publications than PK publications. 

 

While the list of NTDs used can be variable, the word ‘neglected’ in that term generally 

refers  to  the  lack  of  interest  from  pharmaceutical  industry  and  the  overall  lack  of 

funding  and  innovation  in  terms of  therapeutic  research  and development  for  these 

diseases, but also  to neglect by health ministries  in  countries where  infected people 

live,  by  the World  Bank,  or  relative  to HIV/AIDS,  tuberculosis  and malaria.  Typically, 

NTDs  are  infectious  diseases  closely  interrelated  to  poverty  and  social‐ecological 

systems  promoting  close  contact  between  affected  populations,  vectors  and  animal 

reservoirs. Malaria, tuberculosis and HIV/AIDS are not considered as NTDs. The  list of 

NTDs has since the turn of the century often been expanded to more than 30 diseases 

and disease complexes104. We adhered to the list of NTDs put forward by WHO1, which 

contains 17  items of which various are disease  ‘complexes’,  such as  ‘soil‐transmitted 

helminthiases’, comprising multiple clinical infectious disorders. 

4.2  Challenges  in  clinical  pharmacokinetic  studies  in  patients  with 
NTDs 

In  the  rural  settings  in  which  NTD  clinical  trials  take  place,  collecting  samples, 

maintaining  cold  chains  and  generally  performing  large  clinical  trials  is  logistically 

challenging. Obtaining useful blood  samples  from patients  can be practically difficult 

due to a  lack of  laboratory  infrastructure and restrictive clinical characteristics such as 

anemia. NTDs typically affect the poorest of the poor and disadvantaged populations, 

inherently constituting ethical difficulties, while language barriers and illiteracy make it 
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difficult to acquire informed consent from patients. Additionally, following up patients 

after their treatment, e.g., to sample the elimination phase of a drug or  identify  long‐

term outcome, is often practically impossible, e.g., in nomadic populations. Moreover, 

there  is  limited  research  and  development  funding  available  for  the  clinical 

development of drugs for NTDs9. For all these reasons, clinical trials on NTDs therefore 

typically  result  in  small  and  heterogeneous  datasets.  This  is  illustrated  by  our 

systematic  review,  as  94%  of  the  identified  studies  included  small  patient  numbers 

(n<50). Patients  in PK  studies on NTDs are highly heterogeneous due  to variability  in 

clinical  characteristics  such  as  degree  of  liver  impairment,  malnourishment,  or 

concomitant  underlying  infections,  which  subsequently  can  lead  to  large  inter‐

individual  variability  in  PK  parameters. Many  studies  in  this  review,  e.g.,  almost  all 

studies  on  cysticercosis  and  taeniasis69,70,72‐75,  reported  large  inter‐individual 

variabilities  in  PK  profiles  and  parameters.  That  large  unexplained  inter‐individual 

variability can limit conclusions of trials is also exemplified in our review. For instance, 

in one study on Buruli ulcer, no significant differences in PK parameters could be found 

between two treatment groups because of the small population size and high degree of 

inter‐patient  variability55.  In another  study on albendazole  in echinococcosis, a dose‐

dependent increase of the active metabolite’s Cmax could not be identified due to high 

intra‐ and  inter‐individual variability  in bioavailability78. Furthermore,  in  the  found PK 

studies  some  attention  has  been  paid  to  drug‐drug  and  food  interactions  (28%  of 

studies), but only few studies (11%) made suggestions for optimizing dosing. Also, little 

attention has been paid to exposure‐response relationships (6% of studies), which is of 

high importance to make proper decisions regarding dosing schemes.  

4.3  Advantages of pharmacometric techniques 

To optimize treatment regimens and to design efficient and cost‐effective clinical trials, 

the use of population‐based analyses can provide substantial advantages. FDA and EMA 

recommend  the  use  of  pharmacometrics  in  data  analysis  and  clinical  trial  designs, 

especially  in  pediatrics  or  small  patient  groups10‐12.  Modelling  and  simulation 

techniques are pivotal in designing and simulating dosing regimens and trials and are a 

useful  tool  to  extrapolate  proposed  regimens  e.g.,  from  healthy  to  diseased 

populations. Particularly for pediatrics, the application of quantitative pharmacometric 

methods has been considered essential to increase the success rates of clinical trials105. 

Not only in a priori pediatric trial design, but particularly also in the a posteriori analysis 

of collected PK  (and PD) data, pharmacometric methods are needed  to deal with  the 

typical  pediatric  challenges  of  small  study  populations  and  low  number  of 

measurements106. For many NTDs, e.g., human African trypanosomiasis,  leishmaniasis, 

soil‐transmitted  helminthiases,  schistosomiasis,  and  dengue, more  than  50%  of  the 

burden of disease is occurring in children4.  
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The use of population‐based approaches can aid  in understanding and explaining  the 

heterogeneity  in PK and dealing with sparse sampling and smaller sample sizes, which 

are  all  so  typical  for  studies  in  NTDs  (see  above).  Physiological  covariates  could  be 

identified to understand factors that contribute to variability among patients, even with 

a  smaller  sample  size,  unstructured  sampling  time  points  and  sparse  data  per 

individual107. More information could be gained from studies with high intra‐ and inter‐

individual  variability when  part  of  the  variability  can  be  explained.  Therefore, more 

emphasis  on  identification  of  appropriate  covariate  and  error  models  could  be 

particularly helpful, which requires the application of pharmacometrics108.  

An  additional  complication  with  infectious  diseases  is  the  need  for  combination 

therapy, either due to the fear of emerging (or already existing) drug resistance of the 

causative pathogen, but also because of the presence of co‐infections.  Identifying and 

understanding  drug‐drug  interactions  is  therefore  important  for  NTDs,  that  often 

appear  in  conjunction  with malaria,  HIV  or  tuberculosis,  and  also  here  the  use  of 

pharmacometrics has been recommended108‐110.  

4.4  Extrapolations and simulation‐based studies 

Only 11% of the PK studies in our review included pediatric populations, which is in dire 

contrast  to  the  actual burden of disease of most NTDs,  as mentioned  above. Again, 

population PK studies offer many advantages  in this context. PK models derived  from 

the  adult  population  can  be  extrapolated  to  pediatric  populations  based  on 

appropriately  identified  physiological  covariate  models111.  Nevertheless,  no  studies 

were  identified  in  this  review  that  actually  employed  such  extrapolation.  Similar 

applications could be useful to extrapolate between ethnic groups or between patients 

from  different  geographical  regions,  all  of  which  are  relevant  due  to  the  wide 

geographical  distribution  of many NTDs  (Table  1.1.1). Models  could  also  be  used  to 

bridge PK results between different diseases, as some NTD drugs are  (primarily) used 

for other diseases. For example, rifampin  (or rifampicin)  is used  for tuberculosis, with 

various  published  population  PK  models  available,  which  could  be  extrapolated  to 

assess PK‐PD relationships for its use in leprosy and Buruli ulcer patients.  

 

Once  PK  and  PK‐PD models  are  developed  and  exposure‐response  relationships  are 

established, optimal dosing schemes can be designed to reach the desired drug effect 

in all patients. This can be done  in a cost‐effective way by PK or PK‐PD simulations of 

various  dose  regimens,  taking  into  account  the  actual  variability  in  patient 

characteristics  in  the  target population.  In our  review we  identified only  four  studies 

that actually made recommendations for alternative dose regimens. These four studies 

performed  population  PK  analyses  and  subsequent  simulations  with  the  developed 

models  to  define  optimal  doses25,26,38,42.  Other  PK  studies,  mainly  employing  non‐

compartmental or  individual  compartmental  analyses  (together 78%),  typically made 
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simple non‐specific suggestions  to  lower or  increase  the dose, or conclude  that more 

research was needed to suggest alternative doses. Additionally, for at least four studies 

we  identified,  a  re‐analysis  performed  using  population  PK methods  provided more 

details about the PK‐PD relationship or optimal dose regimens, compared to previous 

reports of the same PK datasets using conventional analyses26,36,38,42.  

 

Simulation‐based  studies  can  also  help  to  limit  and  assess  potential  toxicity  of  dose 

regimens.  For  example,  one  study  investigated  the  PK  of  benznidazole  in  Chagas 

Disease  patients26,  and  simulations  revealed  that  the  studied  dose  might  lead  to 

overexposure in most patients. In another study simulations showed that the maximum 

ivermectin exposure used in combination with azithromycin was in accordance with the 

safe exposure that was observed previously68. Furthermore, we  identified two studies 

that assessed the toxicity of a drug to infants exposed by breast feeding23,41. In the first 

study,  the  drug  exposure  in  breast  milk  was  simulated  by  only  using  data  from 

literature, and consequently the exposure of the drug to the infant was predicted. This 

gave insight in potential exposure and toxicity in infants without exposing actual infants 

to  the drug. Another example was  the use of population‐based  simulations and data 

from animal reproductive studies to define human contraceptive cover periods for the 

potentially  teratogenic  drug miltefosine  for  leishmaniasis41.  Often  there  is  a  lack  of 

women  included  in  clinical  trials,  but  still  insight  can be  gained  in  drug  exposure  to 

women  by  the  use  of  simulation  and  extrapolation  techniques.  All  these  examples 

highlight  the  opportunities  of  applying  pharmacometric  methods  over  more 

conventional analysis methods in assessing therapeutics for NTDs.  

5.  Conclusion 

In  conclusion,  this  review  provides  an  overview  of  the  current  status  and  gaps  in 

pharmacokinetic research for NTDs, as well as the lack of population‐based modeling in 

the performed  clinical  trials. Simulation and extrapolation  tools have been minimally 

applied. For many NTDs no  registered  therapy  is available, and more clinical PK  trials 

are needed to establish evidence‐based treatments and define PK‐PD relationships. To 

make  future  clinical  trials  feasible and affordable, population PK modeling  should be 

used to optimally analyze the often sparse data available and simulation‐based studies 

should be used to inform trial design. This would minimize risks and maximize success 

rates of clinical trials, and optimally use the  limited funding available  in this neglected 

clinical area. 
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Supplemental material 

Table S1.1.1  Pubmed search protocol and corresponding results. 

Disease  Search term  Search  Studies  No full  Additional 

      results  included  text  records 

Chagas disease  Chagas disease OR trypanosomiasis OR American   67  6  0  0 

   trypanosomiasis NOT African trypanosomiasis     

Human African 

trypanosomiasis 

Trypanosomiasis OR African trypanosomiasis OR 

sleeping  

74  7  1  4 

  sickness NOT American trypanosomiasis     

Leishmaniasis  Leishmaniasi OR kala‐azar  88  16  0  0 

Buruli ulcer  Buruli ulcer OR Bairnsdale ulcer OR Searls ulcer OR 

Daintree  

3  1  0  0 

  ulcer OR Mycobacterium ulcerans       

Leprosy  Leprosy OR Hansen disease  45  11  2  0 

Trachoma  Trachoma OR granular conjunctivitis OR Egyptian 

ophthalmia 

3  1  0  1 

Yaws  Endemic treponematoses OR yaws OR framboesia OR 

pian OR  

3  0  0  0 

   endemic syphilis OR bejel OR pinta     

Cysticercosis/Taeniasis  Taeniasis OR cysticercosis  16  7  2  0 

Dracunculiasis  Dracunculiasis OR guinea‐worm disease  0  0  0  0 

Echinococcosis  Echinococcosis  16  2  0  1 

Foodborne trematodiases  Food‐borne trematod* OR foodborne trematod* OR  20  4  1  0 

   clonorchiasis OR fascioliasis OR opisthorchiasis OR   

   paragonimiasis          

Lymphatic filariasis  Lymphatic filariasis OR elephantiasis  9  2  0  1 

Onchocerciasis  Onchocerciasis OR river blindness OR Robles disease  16  9  0  0 

Schistosomiasis  Schistosomiasis OR bilharzia OR snail fever OR 

katayama fever 

39  6  1  0 

Soil‐transmitted 

helminthiases 

Soil‐transmitted helminth* OR geohelminths OR 

ascariasis  

6  0  0  0 

   OR hookworm disease OR trichuriasis     

Dengue, chikungunya, and 

zika 

Dengue OR chikungunya OR zika  21  0  0  0 

Rabies  Rabies  5  3  0  0 

Total     431  75  6  7 

All  search  terms  were  used  in  combination  with  "pharmacokinetics[Title/Abstract]  OR 

pharmacokinetic[Title/abstract]", and restricted to title and abstract. 
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Abstract 

Objectives: Patients affected by poverty‐related  infectious diseases (PRDs) are disproportionally 

affected by malnutrition. To optimize treatment of patients affected by PRDs, we aimed to assess 

the  influence  of malnutrition  associated with  PRDs  on  drug  pharmacokinetics  by  a  systematic 

review. 

Methods:  A  systematic  review  was  performed  of  the  effects  of  malnourishment  on  the 

pharmacokinetics  of  drugs  to  treat  PRDs,  including  HIV,  TB,  malaria,  and  neglected  tropical 

diseases.  

Results:  In  21/29  of  PRD  drugs  included  in  this  review,  pharmacokinetics  was  affected  by 

malnutrition. Effects were heterogeneous, but trends were observed for specific classes of drugs 

and  different  types  and  degrees  of malnutrition.  Bioavailability  of  lumefantrine,  sulfadoxine, 

pyrimethamine,  lopinavir, and efavirenz was decreased  in  severely malnourished patients, but 

increased  for  P‐glycoprotein  substrates  abacavir,  saquinavir,  nevirapine,  and  ivermectin. 

Distribution  volume was  decreased  for  lipophilic  drugs  isoniazid,  chloroquine,  and  nevirapine, 

and for α1‐acid glycoprotein‐bound drugs quinine, rifabutin, and saquinavir. Distribution volume 

was  increased  for  the  hydrophilic  drug  streptomycin  and  albumin‐bound  drugs  rifampicin, 

lopinavir,  and  efavirenz.  Drug  elimination  was  decreased  for  isoniazid,  chloroquine,  quinine, 

zidovudine,  saquinavir,  and  streptomycin, but  increased  for  the  albumin‐bound drugs quinine, 

chloroquine,  rifampicin,  lopinavir,  efavirenz,  and  ethambutol.  Clinically  relevant  effects  were 

observed mainly in severely malnourished and kwashiorkor patients. 

Conclusions:  Malnutrition‐related  effects  on  pharmacokinetics  potentially  affect  treatment 

response,  particularly  for  severe  malnutrition  or  kwashiorkor.  However,  pharmacokinetic 

knowledge is lacking for specific populations, especially patients with neglected tropical diseases 

and  severe malnutrition.  To  optimize  treatment  in  these  neglected  subpopulations,  adequate 

pharmacokinetic studies are needed, including severely malnourished or kwashiorkor patients.  

 

Key points 
‐ Malnutrition leads to physiological alterations which affect drug pharmacokinetics.  

‐ Patients affected by poverty‐related diseases are a highly vulnerable population, requiring 

optimal and individualized drug treatment. 

‐ This systematic review highlights the key findings of pharmacokinetic drug alterations by 

malnutrition, for specific drug classes and patient populations. 

‐ This  overview  can  be  used  as  a  basis  to  predict  the  effects  of  malnutrition  on  the  drug 

pharmacokinetics of poverty‐related infectious diseases. 
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1.  Introduction 

Malnutrition, defined here as  lack of protein  and/or  calorie  intake,  is a major public 

health  problem,  especially  in  low‐income  countries where malnutrition  is  associated 

with about 50% of the 10.8 million deaths per year in children under five1‐4. Because of 

poor hygienic conditions and a  lack of access to healthcare, a  large proportion of this 

population  is affected by poverty‐related  infectious diseases (PRDs),  including HIV, TB, 

malaria,  and  neglected  tropical  diseases  (NTDs)  as  defined  by  the  World  Health 

Organization  (WHO)5.  To  illustrate,  42%  of  African  children6  and  43%  of  Ethiopian 

adults7 with HIV were affected by malnutrition. Similarly, 57% of Ethiopian TB patients8 

and 75% of Sudanese children affected by malaria9 were malnourished. The association 

between malnutrition and PRDs  is bi‐directional, where on the one hand malnutrition 

increases  the  susceptibility  to  infections as a  result of  secondary  immune deficiency, 

and on the other hand,  infections can add to development of malnutrition because of 

the increased need of anabolic energy by the prolonged activated immune system, and 

because  of  complications  such  as  chronic  diarrhoea,  cachexia,  and  anaemia10‐12.  An 

association between NTDs and underweight was found in African children under five13, 

and similarly, a negative correlation between malaria parasite density and malnutrition 

was found in Cameroonian children14.  

 

Malnutrition  can manifest  in  various  forms,  depending  on  the  type  and  severity  of 

protein and calorie deficiency. Kwashiorkor  is predominantly characterized by protein 

deficiency  and  comes with  different  clinical  signs,  including  oedema,  fatty  liver,  and 

anaemia. Marasmus  reflects  an overall deficiency of energy, mainly  characterized by 

muscular wasting  and  loss  of  subcutaneous  fat. Although  there  is  still  no  consensus 

about the clinical definition of these phenotypes, the differences in biological features 

have  been  well  described15.  In  children,  stunting  is  usually  a  result  of  long‐term 

nutritional  deprivation,  causing  gut  mucosal  changes  and  altered  levels  of  drug‐

metabolizing  enzymes,  whereas  wasting  is  an  acute  condition,  characterized  by 

insufficient food intake or a high incidence of infectious diseases, and is associated with 

fatty liver but also an impaired functioning of the immune system16,17. 

 

The  different  pathophysiological  conditions  in  malnutrition  can  alter  the 

pharmacokinetics of drugs. Gastrointestinal changes  include hypochlorhydria, delayed 

gastrointestinal emptying  time,  increased or decreased  intestinal  transit  time, gastric 

and mucosal  atrophy  and  dysfunction,  gastrointestinal  inflammation,  and  pancreatic 

insufficiency18‐20. Besides,  in  the enterocytes, P‐glycoprotein activity  is decreased and 

tight junctions are enlarged, influencing the uptake of nutrients and drugs21. Total body 

water  is  increased,  and  adipose mass  and  lean  body mass  is  reduced  especially  in 

children with marasmus  and marasmic‐kwashiorkor20,  and  kwashiorkor  is  associated 

with  the  presence  of  oedema22.  Also,  hypoproteinaemia  is  a  common  feature  of 
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malnutrition20. Hypoalbuminemia is more severe in kwashiorkor than marasmus, and is 

associated with malnutrition combined with infectious or non‐infectious inflammation, 

likely  caused  by  the  increased  capillary  permeability  in  inflammation,  and  a  higher 

albumin degradation rate  in the  liver23. The synthesis of acute‐phase proteins such as 

α1‐acid glycoprotein  is often  increased  in malnutrition, although  this  is related  to  the 

inflammation  caused by  infections, which often accompanies malnutrition24‐26.  In  the 

liver,  the basal metabolic  rate  is  reduced with  impaired  synthesis of protein, and  fat 

accumulation  occurs,  particularly  in  kwashiorkor19.  In  severe  protein  energy 

malnutrition or kwashiorkor, glomerular  filtration rate  (GFR) and renal blood  flow are 

diminished,  particularly  in  the  presence  of  dehydration20,  and  tubular  excretion  and 

reabsorption  might  be  impaired18.  These  physiological  alterations  can  alter  the 

pharmacokinetics  of  drugs  in  different  ways,  which  can  lead  to  either  reduced 

treatment  efficacy  in  case  of  sub‐therapeutic  drug  levels,  or  toxicity  in  case  of 

overdosing.  

 

An understanding of  the effect of different  types of malnutrition on pharmacokinetic 

processes is needed to characterise drug exposure in all patients affected by PRDs, and 

to  improve  treatment and dosing guidelines  in  this vulnerable population. A previous 

general  review  found  heterogeneous  effects  of  protein‐energy  malnutrition  on 

pharmacokinetics  in children and concluded that studies should take  into account the 

differential effects of different  forms of malnutrition on drug pharmacokinetics27. To 

provide a complete and  systematic overview of  the  influence of malnutrition on PRD 

drug pharmacokinetics, we performed a  systematic  review of published  literature on 

this  topic. We aimed  to characterise  the effects of different  types of malnutrition on 

different  pharmacokinetic  processes,  if  mentioned  by  the  included  studies  ‐  the 

potential  clinical  relevance  and  whether  dose  recommendations  are  necessary  for 

malnourished PRD patients, and to identify gaps of knowledge in specific populations. 

2.  Methods 

2.1   Search strategy 

A  systematic  literature  review  was  performed  by  a  medical  information  specialist 

according  to  the  PRISMA  guidelines28.  A  full  literature  search was  performed  on  19 

October 2020  in MEDLINE  (PubMed), Embase  (OVID), and SCOPUS. Publications were 

searched on a combination of three following free‐text words and related standardized 

keywords  (MeSH  and  Emtree  terms):  Malnutrition,  PRDs,  and  pharmacokinetics. 

Malnutrition  is  defined  as  protein‐energy malnutrition  (PEM),  including  kwashiorkor 

and marasmus. PRDs include HIV, TB, malaria, and NTDs as defined by WHO [5]. NTDs 

include Buruli ulcer, Chagas disease, Dengue and Chikungunya, Dracunculiasis (guinea‐

worm  disease),  Echinococcosis,  Foodborne  trematodiases,  Human  African 
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trypanosomiasis  (sleeping  sickness),  Leishmaniasis,  Leprosy  (Hansen's  disease), 

Lymphatic  filariasis,  Mycetoma,  chromoblastomycosis  and  other  deep  mycoses, 

Onchocerciasis  (river  blindness),  Rabies,  Scabies  and  other  ectoparasites, 

Schistosomiasis,  Soil‐transmitted  helminthiases,  Snakebite  envenoming, 

Taeniasis/Cysticercosis,  Trachoma,  Yaws  (Endemic  treponematoses),  and  Zika. 

Pharmacokinetics  include  any  parameters  describing  drug  exposure,  bioavailability, 

absorption, distribution, protein binding,  clearance, or  elimination half‐life. No  limits 

were applied  for date,  study design or  language. The  full  search  strategy  is  shown  in 

table S1.2.1 in the supplemental material. Duplicate articles were removed according to 

the method of Bramer et al.29. 

2.2  Study selection 

Studies were screened and included by two independent reviewers (LV and TD) through 

each phase of  the  review. Rayyan QCRI30 was used  to  screen  references on  title and 

abstract.  Studies were  included when  the  studied population  included malnourished 

patients  at  risk  for  or  affected  by  one  or more  PRDs  as  well  as  non‐malnourished 

patients  or  healthy  volunteers.  Although  the  scope  of  this  review  is  to  compare 

pharmacokinetics between malnourished and well‐nourished infected patients, studies 

including non‐infected  patients  or  healthy  individuals  as  controls were  also  included 

here  due  to  overall  scarcity  of  studies with  infected  patients  as  controls.  Secondly, 

studies were  included when  the pharmacokinetics of drugs  intended  to  treat PRDs  in 

both  populations was  reported.  Studies were  excluded when  one  or more  of  these 

criteria were not met. Other exclusion criteria were missing abstract or  full‐text, non‐

clinical research, and wrong publication  type  (i.e., case reports, reviews or any article 

not  reporting  original  research).  The  reviewers  resolved  discrepancies  by  consensus. 

Secondary sources were identified through the reference lists of the included studies. 

2.3  Data extraction  

Information from the included studies was extracted and summarized, including PRDs, 

PRD drugs used  for pharmacokinetic analysis,  route of administration of  these drugs, 

number  of  patients,  type  of malnourished  patients,  classification  of malnutrition  as 

defined by  the original  study, definition of  the  control group, patient age  range, and 

country. The methodology of pharmacokinetic analysis was reported, including 1) non‐

compartmental analysis when concentration time points were compared, Cmax and Tmax 

were derived by visual  inspection of  the data, AUC was calculated by  the  trapezoidal 

rule,  and/or  T1/2  was  derived  by  linear  regression  of  the  last  data  points,  and  2) 

compartmental  analysis,  including  a  standard  two‐stage  approach  or  population 

approach.  Collected  pharmacokinetic  parameters  for  exposure  included  AUC, 

concentration  on  different  time  points  after  treatment  (Ct),  Cmax,  and  Ctrough;  drug 

absorption  was  characterized  by  bioavailability;  drug  absorption  rate  by  Tmax, 
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absorption  rate  constant,  and  absorption  lag  time;  drug  distribution  by  apparent 

central  or  peripheral  volume  of  distribution  and  apparent  inter‐compartmental 

clearance; drug clearance by apparent clearance , elimination half‐life, and elimination 

rate constant; drug metabolism by drug/metabolite ratio; and protein binding by free 

fraction  in  plasma,  maximum  enzyme  binding  rate,  and  drug  concentration  where 

enzyme  achieves  half  Vmax.  Results were  summarized  as  the  change  in  any  of  the 

pharmacokinetic parameters  in  the malnourished population compared  to  those of a 

non‐malnourished control population. 

2.4  Summary and interpretation of the results 

In  order  to  summarize  the  findings  and  interpret  the  results  of  the  heterogeneous 

studies, a selection of the main findings was summarized by the reviewers according to 

the  different  pharmacokinetic  processes  (absorption,  distribution,  metabolism,  and 

elimination). The main findings were summarized per studied drug, and the effects on 

pharmacokinetics  were  attempted  to  relate  to  mechanistic  explanations  based  on 

explanations by the original studies or based on other relevant literature. This includes 

the  type  and  severity  of malnutrition,  as  well  as  specific  drug  characteristics  (e.g., 

lipophilicity,  P‐glycoprotein  binding,  plasma  protein  binding,  route  of  elimination). 

Malnutrition  was  considered  severe  when  the  original  study  defined  patients  as 

severely malnourished or severely wasted, or when patients had a Z‐score  for any of 

the  used  body  size/mass  descriptors  of  ≤‐3.  Other  definitions  of malnutrition were 

considered  as moderate malnutrition.  The  different  pathophysiological  processes  in 

malnutrition associated with pharmacokinetic changes observed for specific drugs were 

summarized, and when observed for a specific type of malnutrition, this was specified. 

In the summarizing figure, the effects on pharmacokinetics were categorized as weak or 

strong by the reviewers, based on the level of evidence. The evidence for the effect was 

considered  strong  when  identified  by multiple  studies,  or  when  the  quality  of  the 

results of the original study was high  (i.e., when the difference between patients and 

controls was adequately assessed, when pharmacokinetic parameters were adequately 

and precisely  identified). The evidence  for  the effect was  considered weak when  the 

study  design  to  identify  an  effect was  considered  poor, when  the  definition  of  the 

malnourished patient and control group was unclear, when the effect was statistically 

nonsignificant, when  contradicting  effects were  found  by  different  studies,  or when 

other studies could not replicate the results. 

3.  Results and discussion 

3.1   Publications 

The  systematic  search  yielded  1929  abstracts  after  deduplication  (Figure  1.2.1). 

Screening of the abstracts left 44 publications for inclusion. Five additional publications 
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were  identified  through  reference  screening  of  the  included  publications.  In  total, 

49 publications were included in this review. The studies were mainly conducted in TB 

patients  (24),  HIV  patients  (12),  and  malaria  patients  (11).  Only  two  studies  were 

conducted  in  patients  with  a  NTD,  which  were  helminthiasis  caused  by  Trichuris 

trichiura and visceral leishmaniasis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 1.2.1  PRISMA Flow Diagram. 

3.2  Study population and methodology 

Overall,  the majority of  studies was  conducted  in  children  (19/24  in TB, 8/12  in HIV, 

9/11  in  malaria,  and  2/2  in  NTDs)  (Table  1.2.1).  All  studies  were  performed  in 

malnourished  patients  with  well‐nourished  patients  or  well‐nourished  noninfected 

volunteers  as  control  subjects.  In  2/24  TB  studies31,32  and  2/12  HIV  studies33,34,  the 

same patients served as control after nutritional rehabilitation. Malnourished patients 

had different degrees and forms of malnutrition (moderately or severely malnourished, 

underweight,  wasted,  stunted,  marasmus,  or  kwashiorkor),  measured  by  different 

metrics  (see  Section  3.3).  Pharmacokinetic  analysis  was  mostly  performed  by  non‐

compartmental analysis  (20/24 studies  in TB, 6/12  in HIV, 7/11  in malaria, and 1/2  in 

NTDs) (Table 1.2.2) 
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1.2 

3.3  Classification of malnutrition 

The  classification of malnutrition  in  the  included  studies was  very heterogeneous.  In 

the majority of studies, Z‐score was used to classify the degree of malnutrition  (Table 

1.2.1),  i.e.,  the difference  in  terms of  standard deviations  from  a median nutritional 

status  reference  value  as  defined  e.g.  by  the  NCHS/WHO  Growth  Standards35‐38. 

A Z‐score ≤‐2 and >‐3 was considered as moderate malnutrition, a score ≤ ‐3 as severe 

malnutrition.  In  children,  the  weight‐for‐age  Z‐score  (WAZ),  height‐for‐age  Z‐score 

(HAZ),  and  weight‐for‐height  Z‐score  (WHZ)  were  used  to  define  the  degree  of 

underweight,  stunting,  or  wasting,  respectively.  In  children  over  5  years  of  age, 

adolescents, and adults,  the HAZ, BMI‐for‐age Z‐score  (BAZ), and BMI were generally 

used  as  a  nutritional  status  metric37.  Severe  malnutrition  in  children  was  further 

categorized as marasmus (absence of oedema) or kwashiorkor (presence of oedema)39. 

Other used metrics for classification  in children were 1) the Wellcome Classification40, 

based on the percentage of expected weight for age (WFA): >80% WFA was graded as 

normal, 60  to 80% WFA as undernutrition, <60% WFA as marasmus, and  low WFA  in 

combination with  oedema  and  low  serum  protein  as  kwashiorkor;  or  2)  The  Indian 

Academy  of  Pediatrics  classification  of  PEM  based  on  Khadilkar’s  growth  charts41. 

Measurements  included  height,  weight,  head  circumference,  and  penile  length 

(≤3 years  of  age);  weight,  height,  BMI,  penile  length,  and  standard  metabolic  rate 

(4‐8 years of age); weight, BMI, and standard metabolic rate (9‐18 years of age); or 3) 

the  left mid‐upper arm circumference (MUAC)42. For adults, the anthropometric  index 

(AI)43  was  used,  defined  as  (weight(kg)/height(cm)2)*100,  where  an  AI  <0.18  was 

considered as malnutrition. 

3.4  Effect of malnutrition on pharmacokinetics 

A  complete  overview  of  the  effects  of malnutrition  on  the  various  pharmacokinetic 

processes  is presented  in Table 1.2.2.  If possible, the effects were related to the type 

and  severity of malnutrition or  specific drug characteristics  in  the  subsections below. 

The main findings with mechanistic explanations are summarized in Figure 1.2.2.  
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Figure 1.2.2  Alterations  in  drug  pharmacokinetics  by  malnutrition.  Figure  summarizes  the  main 

pathophysiological  changes  (left)  and  the  associated  effects  on  drug  pharmacokinetics  in 
different pharmacokinetic stages, illustrated by effects found for drugs against poverty‐related 

infectious diseases  (right). Drug names are mentioned when  the evidence  for  the effect was 

considered strong, or mentioned  in brackets when the evidence for the effect was considered 
weak. 

 

3.4.1  Absorption 

Drug  absorption  might  be  impaired  because  of  loss  of  mucosal  surface  area  and 

inflammation  of  the  gastro‐intestinal  tract,  often  observed  in  patients  with  severe 

wasting and diarrhoea (Figure 1.2.2)20,44,45. Whereas a change in absorption rate might 

not be clinically relevant, an altered extent of absorption (bioavailability) might impact 

drug exposure and consequently drug effect. According to the studies  included  in this 

review, apparent bioavailability of lumefantrine, sulfadoxine, pyrimethamine, lopinavir, 

and efavirenz was decreased in severely malnourished patients46‐48. On the other hand, 

apparent bioavailability of abacavir was  increased  in severe acute malnutrition34, and 

increased  exposure  for  saquinavir49,  nevirapine50,  and  ivermectin51  in  severely 

wasted49,50/malnourished51 patients was potentially caused by an increased absorption. 

As  suggested  by  literature,  the  increased  absorption  of  these  drugs  is  likely  due  to 

decreased P‐glycoprotein activity  in  the enterocytes or  the enlargement of  their  tight 

junctions, enhancing paracellular passive uptake of the drug21,49. 
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3.4.2  Distribution and protein binding 

Severe malnutrition  is associated with changes  in body composition such as  increased 

extracellular body water and decreased  lean body mass, and presence of oedema  in 

kwashiorkor,  leading  to decreased drug distribution of  lipophilic drugs and  increased 

distribution of hydrophilic drugs  (Figure 1.2.2)19,20. This was demonstrated by various 

identified  studies:  volume  of  distribution  was  decreased  for  the  lipophilic  drugs 

isoniazid  in  kwashiorkor31,  and  for  chloroquine52  and  nevirapine48,53  in malnutrition. 

Volume  of  distribution  was  increased  for  the  hydrophilic  drug  streptomycin  in 

kwashiorkor54. These effects seem to exhibit mainly in kwashiorkor, as the effects could 

not be demonstrated for isoniazid and streptomycin in moderate malnutrition19,52,55. 

 

Besides, distribution of highly protein‐bound drugs with a high extraction ratio may be 

changed  because  of  altered  plasma  protein  levels  (Figure  1.2.2)19,20,56.  Basic  drugs 

mainly  bind  to  albumin,  whereas  acidic  drugs mainly  bind  to  α1‐acid  glycoprotein. 

Binding of drugs to α1‐acid glycoprotein becomes pharmacologically relevant when the 

dissociation  constant  for  α1‐acid  glycoprotein  is  <0.1  times  lower  compared  to 

albumin25. Malnutrition in combination with infectious inflammation is associated with 

low serum albumin  levels23, but with  increased  inflammatory proteins such as α1‐acid 

glycoprotein57,58.  This  was  supported  by  some  of  the  studies:  protein  binding  for 

rifampicin was decreased59, and volume of distribution for  lopinavir and efavirenz was 

increased  in malnourished  patients48,  potentially  causing  increased  drug  elimination 

and resulting decreased drug exposure. The increased levels of α1‐acid glycoprotein in 

malnutrition resulted in higher quinine plasma protein binding and increased exposure 

in  malnourished  patients58.  For  the  weak  bases  rifabutin60  and  saquinavir49,  the 

decreased volume of distribution and resulting increased Cmax in wasting49,60 might also 

be a result of elevated α1‐acid glycoprotein binding61. However, it should be noted that 

the  increased  levels of  α1‐acid  glycoprotein  in malnourished patients  are  a  result of 

infections, often accompanied by malnutrition. The effect of malnutrition  itself on α1‐

acid glycoprotein levels is not well investigated. Although it is believed that the humoral 

immune  response  is well  preserved  in malnourished patients  during  infection,  some 

studies  demonstrated  an  impaired  acute‐phase  protein  response  in  children  with 

severe  protein‐energy malnutrition,  especially  in  kwashiorkor62.  This  complicates  the 

evaluation of α1‐acid glycoprotein binding in relation to malnutrition.   

3.4.3  Metabolism and excretion 

Metabolism of hepatically cleared drugs may be altered in severe malnutrition, due to 

impaired hepatic functioning by fat infiltration of the liver and decreased synthesis and 

activity of certain phase  I and  II metabolizing enzymes19,20,45,63,64.  Impaired glomerular 

filtration rate in severe malnutrition may impact the excretion of renally cleared drugs 

(Figure 1.2.2)19,20. Decreased elimination was observed for the hepatically cleared drugs 

isoniazid in kwashiorkor or different degrees of malnutrition18,31,65‐67, for saquinavir and 
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zidovudine in wasting49,68, for chloroquine in kwashiorkor69,70 and malnutrition52,71, and 

for quinine  in kwashiorkor72 and  severely malnourished patients58. An  increased AUC 

and  slower  clearance  of  isoniazid  in  malnutrition  is  likely  caused  by  reduced 

metabolism  by  acetylation,  although  the  effect  of  malnutrition  on  the  process  of 

acetylation could not be clearly determined73. Saquinavir, zidovudine, chloroquine, and 

quinine metabolism  is mainly driven by  cytochrome P450 enzymes, whose  activity  is 

reduced  in  malnutrition64.  Another  reason  for  the  decreased  metabolism  of  e.g., 

quinine  and  saquinavir  could  be  the  increase  of  α1‐acid  glycoprotein  levels  in 

kwashiorkor  and  severe malnutrition,  leading  to  a decrease of  the unbound  fraction 

and  consequently  lower  hepatic  uptake26,58.  Likewise,  the  increased  excretion  of 

chloroquine74,  quinine26,  ethambutol55,  rifampicin55,59,  lopinavir48,  and  efavirenz48  in 

(moderate) malnutrition might be caused by the increased free fraction of these highly 

albumin‐bound  drugs.  For  the  renally  cleared  drug  streptomycin,  excretion  was 

decreased in kwashiorkor54, but unchanged in malnutrition75. 

3.5  Type of malnutrition 

The alterations  in drug exposure  likely depend on the patient population, as for some 

drugs relationships could be identified between the type or severity of malnutrition and 

the  effect  on  drug  exposure  in  these  studies.  For  example,  isoniazid  and  rifampicin 

exposure was decreased in moderately malnourished patients59,76,77, potentially due to 

either reduced absorption or decreased protein binding and consequently an increased 

volume of distribution or elevated drug clearance59. On  the other hand,  isoniazid and 

rifampicin exposure was increased in severe malnutrition18,65,66, potentially caused by a 

more pronounced suppression of enzyme activity in severe malnutrition65. On the other 

hand,  chloroquine  exposure  was  decreased  in  kwashiorkor,  potentially  caused  by 

decreased  bioavailability70.  Nevirapine  concentrations  were  decreased  in  stunted 

children but  increased  in wasted  children50. This might be explained by  the different 

pathophysiological  conditions:  the  decreased  absorption  and  enhanced  clearance  of 

protein‐bound  drugs  associated  with  stunting  might  lead  to  decreased  serum 

concentrations, whereas  reduced metabolism  in wasting might  cause  an  increase  in 

plasma concentration17. 

3.6  Study design and data analysis 

The effects of malnutrition on PRD drug pharmacokinetics were not always replicable, 

which might be due  to  the underpowered  study designs.  The  sample  size was  small 

(<50 participants) in the majority of studies, which can be the reason that a potentially 

expected effect could not be demonstrated  in some of the studies32,67,78‐81. The effect 

might not be traceable because of the small difference in malnutrition status between 

patient groups32,55,76,78,79,81. In other studies, the number of malnourished patients was 

unknown82,83 or malnutrition was poorly diagnosed84. 
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The studies  included  in this review  include a heterogeneous patient population with a 

wide variety in source and severity of malnutrition, as well as different metrics used to 

define and score malnourished patients. In order to identify effects of malnutrition on 

pharmacokinetics,  a  standard  and  generic  definition  of  the  different  types  of 

malnutrition  is  needed  to  compare  different  studies.  Moreover,  the  studied 

populations included patients of different age ranges and patients infected by different 

PRDs, different  severity  of  disease,  as well  as  non‐infected  subjects. Disease  activity 

with  increased  inflammatory cytokine  levels,  local disease activity  in  the GI  tract, and 

co‐medications can all impact pharmacokinetics. Malnutrition may impact physiological 

processes differently  in patients of different ages. All  these  sources of heterogeneity 

complicate the extraction of the effects of malnutrition on pharmacokinetics.  Besides, 

the dosing guidelines might  impact drug exposure  in  the different populations. When 

fixed  dosing  is  applied,  the dose per  kg body weight will  be  higher  in malnourished 

patients after fixed dosing, but even when using a linear weight‐based dosing, exposure 

differences might be expected.  

3.7  Conclusions and recommendations 

Forty‐nine studies were  included  in this review, with most of the studies conducted  in 

TB, HIV, and malaria patients. For most of the NTDs, no studies were identified at all. In 

21/29  of  the  PRD  drugs  included  in  this  review,  pharmacokinetics  was  affected  by 

malnutrition. A complete overview of  the  literature  is summarized  in Table 1.2.1 and 

Table 1.2.2. The  included  studies were  relatively  small and heterogeneous. However, 

trends  were  observed  for  specific  classes  of  drugs  and  types  of  malnutrition.  An 

interpretation of the results by the reviewers is summarized in Figure 1.2.2, where the 

effects  are  categorized  as  strong  or  weak  effects  based  on  the  level  of  evidence. 

Bioavailability  of  lumefantrine,  sulfadoxine,  pyrimethamine,  lopinavir,  and  efavirenz 

was decreased in severely malnourished patients, but increased for the P‐glycoprotein 

substrates abacavir, saquinavir, nevirapine, and ivermectin. Volume of distribution was 

decreased  for  the  lipophilic drugs  isoniazid,  chloroquine, and nevirapine, and  for  the 

α1‐acid  glycoprotein‐bound  drugs  quinine,  rifabutin,  and  saquinavir.  Volume  of 

distribution was increased for the hydrophilic drug streptomycin, and for the albumin‐

bound  drugs  rifampicin,  lopinavir,  and  efavirenz. Drug  elimination was  decreased  in 

severe malnutrition  for  the hepatically  cleared  drugs  isoniazid,  chloroquine,  quinine, 

zidovudine, and saquinavir, and for the renally cleared drug streptomycin. On the other 

hand,  elimination was  increased  for  the  albumin‐bound  drugs  quinine,  chloroquine, 

rifampicin, lopinavir, efavirenz, and ethambutol.  

 

The  alterations  in  pharmacokinetics  in  malnourished  patients  might  impact  clinical 

efficacy  and/or  toxicity,  and  therefore  may  require  dose  adjustments  in  the 

malnourished  population.  A  systematic  review  on  antibiotics  suggested  that  normal 

doses of penicillins,  cotrimoxazole and gentamicin are  safe  in malnourished  children, 
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while  the  dose  or  frequency  of  chloramphenicol  requires  adjustment,  although 

evidence  was  not  sufficiently  strong  to  establish  dosing  recommendations85.  These 

studies suggested a clinically relevant  impact of malnutrition on the pharmacokinetics 

of certain PRD drugs. Various studies  included  in this systematic review addressed the 

need  for  dose  adjustments  in  the malnourished  population  for  isoniazid18,67,76,77,83,84, 

rifampicin55,76,77,  pyrazinamide55,77,84,86,  ethionamide55,  moxifloxacin87,  stavudine44, 

nevirapine17,  chloramphenicol70,  and  ivermectin51.  A  specifically  adapted  treatment 

regimen  in malnourished patients was only  suggested  for nevirapine50 and quinine26. 

Other  studies  concluded  that  the  identified  effect  on  pharmacokinetics  was  of  no 

clinical  relevance,  and  no  dose  adjustment  might  be  needed  for  rifampicin59,65, 

rifabutin60,  chloramphenicol52,  quinine58,  and pyrimethamine46.  These  results  imply  a 

trend  between  the  degree  of  malnutrition  and  the  pharmacokinetic  effect  size:  a 

clinically  relevant  effect  was  observed  in  severe  malnutrition  and 

kwashiorkor18,50,67,70,86, except  for quinine58, whereas no dose adjustment was needed 

in  mainly  moderately  malnourished  patients.  The  clinical  impact  of  these 

pharmacokinetic effects  in  severely malnourished patients  is highly  relevant as  these 

patients  are  mostly  excluded  in  clinical  trials,  whereas  in  reality  these  patients 

constitute  a  sizeable  proportion  of  the  PRD  patient  populations.  This  highlights  the 

importance  to  include  severely malnourished patients  in pharmacokinetic  studies  for 

PRD drugs.  

 

This  systematic  review  summarizes  the  main  effects  of  malnutrition  on  PRD  drug 

pharmacokinetics, with  potentially  clinically  relevant  effects  on  treatment  response. 

This overview can be used as a basis to predict the effects of malnutrition on PRD drug 

pharmacokinetics.  This might  be  relevant  for  the  study  design  of  clinical  studies,  to 

account  for  possible  clinically  relevant  effects  of malnutrition  on  pharmacokinetics, 

based on the drug characteristics and types of malnutrition in the studied population. 
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OR taenia infection*[tiab] OR Cysticercosis[tiab] OR Cysticercoses[tiab] OR 
neurocysticercosis[tiab] OR neurocysticercoses[tiab] OR (("Taenia solium" [tiab] OR 
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infected[tiab])) OR "Dracunculiasis"[Mesh] OR Dracunculias*[tiab] OR dracanculias*[tiab] 
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borne[tiab] OR food poison*[tiab]) AND ("Trematode Infections"[Mesh:NoExp] OR 
trematode*[tiab] OR trematodo* OR Fasciolopsias*[tiab] OR Metagonimias*[tiab])) OR 
"Clonorchiasis"[Mesh] OR clonorchias*[tiab] OR (("clonorchis sinensis"[tiab]) AND 
(infection*[tiab] OR infected[tiab])) OR "Fascioliasis"[Mesh] OR fasciolias*[tiab] OR 
fasciolos*[tiab] OR fasciolas*[tiab] OR distomatos*[tiab] OR "liver rot"[tiab] OR 
(fasciola[tiab] AND (infection*[tiab] OR infected[tiab])) OR "Opisthorchiasis"[Mesh] OR 
opisthorchias*[tiab] OR (opisthorchis[tiab] OR (infection*[tiab] OR infected[tiab])) OR 
"Paragonimiasis"[Mesh] OR paragonimias*[tiab] OR ((paragonimus[tiab] OR "P. 
westermani"[tiab]) AND (infection*[tiab] OR infected[tiab])) OR "Elephantiasis, 
Filarial"[Mesh] OR lymphatic filarias*[tiab] OR (elephantias*[tiab] AND (filarial[tiab] OR 

2346136 



Influence of malnutrition on the pharmacokinetics of drugs used in the treatment of poverty‐related diseases 

91 

1.2 

Search  Query  Items 
found 

bancroft*[tiab])) OR filarial lymph*[tiab] OR "Bancroftian filarial"[tiab] OR 
wuchererias*[tiab] OR timor filaria*[tiab] OR malayan filaria*[tiab] OR brugias*[tiab] OR 
((Brugia[tiab] OR Wuchereria[tiab] OR "W. bancrofti"[tiab]) AND (infection*[tiab] OR 
infected[tiab] OR elephantias*[tiab])) OR "Onchocerciasis"[Mesh] OR onchocercias*[tiab] 
OR onchocercos*[tiab] OR onchoceros*[tiab] OR "river blindness"[tiab] OR filarial 
blinding disease*[tiab] OR robles disease*[tiab] OR ((onchocerca[tiab] OR "O. 
volvulus"[tiab]) AND (infection*[tiab] OR infected[tiab])) OR "Schistosomiasis"[Mesh] OR 
schistosomias*[tiab] OR schistosomatos*[tiab] OR schistosomal[tiab] OR 
schistosomatic[tiab] OR "katayama fever"[tiab] OR bilharzia[tiab] OR 
neuroschistosomia*[tiab] OR "snail fever" [tiab] OR ((schistosome*[tiab] OR 
schistoma*[tiab] OR "blood fluke"[tiab] OR "blood flukes"[tiab] ) AND (infection*[tiab] 
OR infected[tiab])) OR (("Helminthiasis"[Mesh] OR helminthias*[tiab]) AND ("Soil"[Mesh] 
OR STH[tiab] OR STHs[tiab] OR "soil transmitted"[tiab])) OR soil transmitted 
helminth*[tiab] OR geohelminth*[tiab] OR ascarias*[tiab] OR ascarios*[tiab] OR 
trichurias*[tiab] OR anchylostomias*[tiab] OR ancylostomias*[tiab] OR 
ankylostomias*[tiab] OR necatorias*[tiab] OR hookworm disease*[tiab] OR 
strongyloidias*[tiab] OR ((ascaris[tiab] OR "A. lumbricoides" [tiab] OR hookworm[tiab] OR 
"necator americanus"[tiab] OR "ancylostoma duodenale"[tiab] OR whipworm[tiab] OR 
trichuris[tiab] OR trichiura[tiab] OR trichiuris[tiab] OR trichocephal*[tiab] OR 
"strongyloides stercoralis" [tiab] OR "S. fulleborni"[tiab]) AND (infection*[tiab] OR 
infected[tiab])) OR "Dengue"[Mesh] OR dengue[tiab] OR dengues[tiab] OR breakbone 
fever*[tiab] OR break bone fever*[tiab] OR "Chikungunya Fever"[Mesh] OR 
chikungunya[tiab] OR "Zika Virus Infection"[Mesh] OR zika[tiab] OR ZikV[tiab] OR 
"Rabies"[Mesh] OR rabies[tiab] OR lyssa[tiab] OR lyssas[tiab] OR hydrophobia[tiab] OR 
hubert disease*[tiab] OR rabbia[tiab] OR neglected tropical disease*[tiab] OR "HIV 
Infections"[Mesh] OR HIV[tiab] OR "human immunodeficiency virus"[tiab] OR HTLV‐III 
infection*[tiab] OR T‐lymphotropic virus type III infection*[tiab] OR AIDS[tiab] OR 
"acquired immune deficiency syndrome"[tiab] OR "Tuberculosis"[Mesh] OR 
tuberculosis[tiab] OR tuberculoses[tiab] OR koch disease*[tiab] OR kochs disease*[tiab] 
OR koch’s disease*[tiab] OR phthisis[tiab] OR "Malaria"[Mesh] OR malaria[tiab] OR 
"remittent fever"[tiab] OR paludism[tiab] OR "marsh fever"[tiab] OR "swamp 
fever"[tiab]) OR (plasmodium[tiab] AND (infection*[tiab] OR infected[tiab])) OR 
"Mycetoma"[Mesh] OR mycetoma*[tiab] OR eumycetoma*[tiab] OR 
maduromycos*[tiab] OR actinomycetoma*[tiab] OR "Chromoblastomycosis"[Mesh] OR 
chromoblastomycos*[tiab] OR chromomycos*[tiab] OR dermatitis verrucosa[tiab] OR 
verrucous dermatitis[tiab] OR cladosporios*[tiab] OR phaeosporotrichos*[tiab] OR 
(("fonsecaea pedrosoi"[tiab] OR "phialophora verrucosa"[tiab] OR "cladophialophora 
carrionii"[tiab] OR "fonsecaea compacta"[tiab]) AND (infection*[tiab] OR infected[tiab])) 
OR "Scabies"[Mesh] OR scabies[tiab] OR "sarcoptic manage"[tiab] OR ("sarcoptes 
scabiei"[tiab] AND (infection*[tiab] OR infected[tiab])) OR "Ectoparasitic 
Infestations"[Mesh] OR ectoparasitic infestation*[tiab] OR "Snake Bites"[Mesh] OR snake 
bite*[tiab] OR snakebite*[tiab] OR snake envenomation*[tiab] 

#1  Search "Malnutrition"[Mesh:NoExp] OR "Severe Acute Malnutrition"[Mesh] OR 
"Starvation"[Mesh] OR "Protein‐Energy Malnutrition"[Mesh] OR malnutrition*[tiab] OR 
undernutrition*[tiab] OR "deficient nutrition"[tiab] OR malnourishment*[tiab] OR 
undernourishment*[tiab] OR underfeeding*[tiab] OR nutritional deficien*[tiab] OR 
marasmus[tiab] OR kwashiorkor[tiab] OR starvation*[tiab] OR famine*[tiab] OR 
stunting[tiab] OR wasting[tiab] OR underweight[tiab] 

117061 
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Abstract 

Introduction:  Intramuscular paromomycin monotherapy  to  treat visceral  leishmaniasis  (VL) has 

been  shown effective  for  Indian patients, while a  similar  regimen  resulted  in  lower efficacy  in 

Eastern Africa, which could be related to differences in paromomycin pharmacokinetics.  

Methods:  Pharmacokinetic  data  were  available  from  two  randomized  controlled  trials  in  VL 

patients  from  Eastern  Africa  and  India.  African  patients  received  intramuscular  paromomycin 

monotherapy  (20 mg/kg  for 21 days) or  in a combination  therapy  (15 mg/kg  for 17 days) with 

sodium  stibogluconate.  Indian patients  received paromomycin monotherapy  (15 mg/kg  for  21 

days). A population pharmacokinetic model was developed  for paromomycin  in Eastern African 

and Indian VL patients. 

Results: 74 African patients (388 observations) and 528 Indian patients (1321 observations) were 

included in this pharmacokinetic analysis. A one‐compartment model with first‐order kinetics of 

absorption and elimination best described paromomycin in plasma. Bioavailability (RSE) was 1.17 

(5.18%)  times  higher  in  Kenyan  and  Sudanese  patients,  and  2.46  (24.5%)  times  higher  in 

Ethiopian  patients,  compared  to  Indian  patients.  Ethiopian  patients  had  a  ~4  times  slower 

absorption  rate  constant of 0.446 h‐1  (18.2%). AUC0‐tau,SS  for 15 mg/kg/day  (median  [IQR]) was 

higher in Kenya and Sudan (172.7 µg∙h/mL [145.9‐214.3]), and in Ethiopia (230.1 µg∙h/mL [146.3‐

591.2]), compared to India (97.26 µg∙h/mL [80.83‐123.4]). 

Conclusion: The developed model provides detailed  insight  in  the pharmacokinetic differences 

among Eastern African  countries and  India, however  the  resulting differences  in paromomycin 

exposure does not seem to explain the geographical differences  in paromomycin efficacy  in the 

treatment of VL patients. 

 

Key points 
- Intramuscular paromomycin is one of the recommended treatment options in regions where 

VL is endemic, although efficacy has been shown to be highly variable between geographical 
regions. 

- To explore if the geographical differences in efficacy might be caused by variability in 
pharmacokinetics, the pharmacokinetics of paromomycin was investigated in Eastern African 
and Indian patients.  

‐ Although  paromomycin  pharmacokinetics  can  most  probably  not  explain  the  efficacy 

differences,  remarkable  differences  in  exposure  were  observed  between  VL  patient 

populations,  demonstrating  the  relevance  of  pharmacokinetic  analysis  in  VL  clinical  trials 

globally. 
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1.  Introduction 

Over the past decades, substantial progress has been made in the treatment of visceral 

leishmaniasis  (VL). Geographical differences  in treatment efficacy have  led to variable 

treatment recommendations for VL, with intramuscular paromomycin being one of the 

recommended  treatment options  in regions where VL  is endemic.  In South Asia, a 10 

day  combination  of  paromomycin  and  miltefosine  is  recommended  as  second‐line 

treatment, while  in Eastern Africa, a 17 day combination of paromomycin and sodium 

stibogluconate (SSG) is recommended by the WHO1. 

 

While paromomycin is affordable and has a reasonable safety profile compared to the 

conventional  treatment  of  VL with  antimonial  compounds,  efficacy  of  paromomycin 

monotherapy  has  been  shown  to  be  highly  variable  between  geographical  regions 

where  VL  is  endemic.  Intramuscular  paromomycin  sulfate  (“paromomycin”)  as 

monotherapy  in  a  dose  of  15 mg/kg  for  21  days  was  highly  effective  in  Indian  VL 

patients  (final  cure  rate 94.6%),  assessed 6 months  after  the end of  treatment2, but 

failed  to  show  a  similar  efficacy  in  Eastern  Africa.  Within  Eastern  Africa,  large 

geographical variability  in efficacy of  this  treatment  regimen has been observed with 

lowest  efficacy  in  sites  in  Sudan  (14.3%  and  46.7%)  compared  to  Kenya  (80.0%), 

Northern Ethiopia (75.0%), and Southern Ethiopia (96.6%)3. A dose increase (20 mg/kg 

for  21  days)  or  longer  treatment  duration  (15  mg/kg  for  28  days)  resulted  in  an 

improved but still insufficient paromomycin monotherapy efficacy in Sudan of 80% and 

81%, respectively4. A combination therapy of 15 mg/kg paromomycin for 17 days plus 

SSG showed an adequate efficacy of 91.4% in Eastern Africa5. 

 

As variability in drug exposure might explain the geographical and regional differences 

in clinical efficacy of paromomycin monotherapy between India and Eastern Africa, but 

also within Eastern Africa, paromomycin pharmacokinetics  should be  investigated.  In 

general, pharmacokinetic  studies  to optimize  treatment of VL are  lacking6,7. Likewise, 

little  is  known  about  the  pharmacokinetics  of  paromomycin  after  intramuscular 

injection; a pharmacokinetic study  in 15 healthy volunteers has been conducted8, two 

clinical  studies  reported  paromomycin  plasma  concentrations  in  9  Sudanese4  and 

453 Indian VL patients2. Paromomycin  is poorly absorbed after oral administration9,10, 

however  after  intramuscular  administration,  absorption  is  fast  with  peak 

concentrations  typically  between  one  and  two  hours  after  administration2,4,8,  and 

bioavailability is expected to be nearly 100%10. Paromomycin is a hydrophilic compound 

with moderate  plasma  protein  binding  capacity  of  33%9  and  limited  distribution  to 

tissues  (~40%  of  body weight)8,10,  and  is mainly  excreted  unchanged  by  glomerular 

filtration9,10. However, only 60.1% urine recovery has been reported after a 15 mg/kg 

paromomycin dose8, suggesting that absorption might not be complete. Elimination of 

paromomycin is characterized by short half‐life of 2‐3 hours and no dose accumulation 
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has been observed with daily paromomycin dosing8‐10. Whether  there  is variability  in 

exposure  between  VL  patients  from  different  geographical  regions  following 

intramuscular paromomycin therapy is currently unknown.  

 

To explore  if the geographical differences  in efficacy might be caused by variability  in 

pharmacokinetics,  the  pharmacokinetics  of  paromomycin  among  Eastern  African 

countries and India was investigated. To allow for analysis of sparse and heterogeneous 

data,  a  population  approach  was  applied  for  pharmacokinetic  modelling  of 

paromomycin  in  Eastern  African  and  Indian  VL  patients.  A  covariate  analysis  was 

performed  to  identify  variables  explaining  the  heterogeneity,  including  demographic 

differences and patient characteristics  reflecting  the patient’s health status and  renal 

function. 

2.  Methods 

2.1   Study design and patients 

Pharmacokinetic data were available  from a  subset of patients  from  two open  label, 

multi‐centre  randomized  controlled  trials  in  VL  patients  in  Eastern  Africa5 

(NCT00255567)  and  India2  (NCT00216346).  Eastern African patients were  enrolled  at 

four  clinical  trial  sites  in  Kassab,  Sudan;  Gondar,  Northern  Ethiopia;  Arba  Minch, 

Southern  Ethiopia; Nairobi, Kenya.  Indian patients were  enrolled  at  four  clinical  trial 

sites  in  Bihar,  India.  Patients  aged  4‐60  years  (Africa)  or  5‐55  years  (India)  with 

parasitologically confirmed VL were included. Patients with severe VL or co‐morbidities, 

including HIV co‐infection were excluded from the trials. In addition, patients less than 

30  kg  (Kenya  and  Sudan)  or  less  than  7  years  (Ethiopia)  were  excluded  from  the 

pharmacokinetic sub‐study. Other inclusion and exclusion criteria have been described 

previously2,3. 

2.2  Study medication 

Paromomycin  solution,  containing 375 mg paromomycin base  (500 mg paromomycin 

sulfate) per milliliter, produced at Pharmamed Parenterals Ltd (PPL), Malta (Indian trial) 

or  Gland  Pharma,  India  (African  trial),  was  administered  intramuscularly  into  the 

gluteus muscle. A  salt  correction  factor  0.7554  (India)  or  0.733  (Africa) was  used  to 

convert the paromomycin sulfate dose to paromomycin base. Indian patients received 

paromomycin  monotherapy  (15  mg/kg  paromomycin  sulfate  for  21  days).  African 

patients  received  paromomycin  monotherapy  (20  mg/kg  paromomycin  sulfate  for 

21 days),  or  paromomycin  plus  SSG  combination  therapy  (15  mg/kg  paromomycin 

sulfate and 20 mg/kg SSG for 17 days). 



Geographical variability in paromomycin pharmacokinetics between Eastern African and Indian VL patients 

99 

2.1 

2.3  Sample collection  

Blood samples were drawn from patients in Sudan and Kenya according to an intensive 

schedule, with samples drawn before and 0.5, 1, 3, 6, 10, and 24 hours after treatment 

administration on the first and last day of treatment (day 21 in monotherapy arm, day 

17  in  combination  arm).  In  Ethiopia,  blood  samples  (3  per  patients)  were  drawn 

according to a sparse schedule on days 7, 14, or 21 for the monotherapy arm and on 

days 7, 14, or 17 for the combination arm. In India, blood samples (3 per patient) were 

collected  at pre‐specified  times over  the  course of  the 21‐day  study  for purposes of 

population modelling. 

2.4  Bioanalysis 

Plasma samples were analysed by high performance liquid chromatography coupled to 

UV detection (HPLC‐UV) upon pre‐column derivatization of paromomycin (Africa) or by 

liquid chromatography tandem mass spectrometry (LC/MS/MS) (India). A description of 

the assay and assay validation can be found in Supplementary Material 2.1.1. 

2.5  Population pharmacokinetic analysis 

To  allow  for  analysis of  sparse  and heterogeneous data,  a population  approach was 

applied  for  pharmacokinetic modelling  of  paromomycin  plasma  concentrations.  The 

population  pharmacokinetic  model  was  developed  using  a  nonlinear  mixed  effects 

modelling approach (NONMEM, version 7.3, ICON Development Solutions, Ellicott City, 

MD, USA), using the first‐order conditional estimation method with interaction (FOCE‐I) 

and  ADVAN13.  Tools  used  to  evaluate  the model  and  visualize  the  data  and model 

output  were  R  (version  3.6.2),  RStudio  (version  1.2.5033;  Boston,  MA,  USA),  PsN 

(version 4.7.0), and the graphical  interface Pirana  (version 2.9.9). Model development 

and evaluation was performed in three steps: (1) selection of a structural and stochastic 

model; (2) selection of the covariate model; (3) internal model evaluation. 

2.6  Structural and stochastic model development 

During  development  of  the  structural  pharmacokinetic  model,  one‐  and  two‐

compartment models with  first‐order  absorption  and  elimination were  tested  to  fit 

paromomycin plasma concentration–time data. Different methods  for handling below 

the  limit  of  quantification  (BLQ) were  investigated: BLQ  observations  set  to half  the 

limit of quantitation, the M3 method, or excluding BLQ observations11. In the stochastic 

model,  between‐subject  variability was modelled  assuming  a  log‐normal  distribution 

(eq. 1). Residual variability was modelled using a proportional error model (eq. 2). 

 

         Eq. 1 

                                                            Eq. 2  

𝑃𝑖 𝑃𝑝𝑜𝑝 ∗  𝑒ƞ𝑖  
𝑌𝑖 ,𝑗 𝐶𝑖 ,𝑗 ∗ 1  𝜀  
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where Ppop is the population estimate for a parameter, Pi the individual (post‐hoc) value 

for  that  parameter,  and  ƞi  the  between‐subject  variability  of  the  ith  individual with 

mean zero and variance ω2. Yi,j  is  the observed concentration and Ci,j  is  the predicted 

concentration for the jth observation of the ith individual, and ɛ is the residual error with 

mean zero and variance  σ2. A separate  residual variability was estimated  for  the  two 

studies, as pharmacokinetic samples were processed and analysed differently. 

2.7  Covariate model development 

In  the  covariate model,  time‐varying  body  weight  was  included  a  priori  with  fixed 

allometric exponents of 0.75 for clearance, and 1.00 for volume of distribution12. Other 

covariates  were  tested  on  absorption  rate  constant,  bioavailability,  volume  of 

distribution,  and  clearance.  SSG  comedication was  evaluated  as  binary  covariate  to 

check  for  potential  drug‐drug  interactions.  Paromomycin  dose  level  (15  versus 

20 mg/kg/day) was  evaluated  as  binary  covariate  to  check  for  dose  proportionality. 

Evaluated  patient  characteristics  included  baseline  age,  and  time‐varying  serum 

creatinine, standardized glomerular filtration rate (GFR) for a typical body surface area 

(BSA) of 1.73 m2, absolute GFR unadjusted to typical BSA (GRFabs), and serum albumin. 

GFR was  calculated  according  to  the Modification  of  Diet  in  Renal  Disease  (MDRD) 

formula13 (eq. 3). 

 

                                                                                                               Eq. 3 

 

where  GFR  is  expressed  in mL/min/1.73 m2,  age  in  years,  and  serum  creatinine  in 

µmol/L. GFRabs was calculated by multiplying the original GFR with the individual BSA14 

(eq. 4–5).  

 
Eq. 4 

 

Eq. 5 

 

where BSA is expressed in m2, height in m, and weight in kg. Serum creatinine and GFR 

may  reflect  renal  function, which may  impact  clearance  of  the  renally  cleared  drug 

paromomycin.  VL  patients  are  haematologically  depleted15  and  the majority  of  the 

patients  is malnourished.  Serum  albumin, which  is  usually  decreased  in VL  patients, 

may be influenced by both processes and may represent the overall health status of the 

patient,  possibly  impacting  paromomycin  absorption,  distribution,  or  clearance. 

Besides,  time  after  start  of  treatment was  tested  as  a  covariate  to  assess whether 

pharmacokinetic  parameters  changed  during  treatment,  e.g.,  due  to  overall  clinical 

improvement of  the patient.  To  investigate  geographical differences which were not 

explained by plausible physiological covariates, country and study sites were evaluated 

as  covariates,  e.g.,  representing  other  unaccounted  demographical  differences  or 

 𝐺𝐹𝑅𝑎𝑏𝑠  
𝐺𝐹𝑅
1.73

 ∗ 𝐵𝑆𝐴 

𝐵𝑆𝐴 0.20247 ∗ ℎ𝑒𝑖𝑔ℎ𝑡  0.725 ∗ 𝑤𝑒𝑖𝑔ℎ𝑡 0.425 

𝐺𝐹𝑅 32788 ∗ 𝑠𝑒𝑟𝑢𝑚 𝑐𝑟𝑒𝑎𝑡𝑖𝑛𝑖𝑛𝑒 1.154 ∗ 𝑎𝑔𝑒 0.203 ∗ 0.742 𝑖𝑓 𝑓𝑒𝑚𝑎𝑙𝑒  
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study‐specific procedures. Missing baseline covariates were handled by  implementing 

the median value  in the study population, or  in case of time‐varying covariates, using 

the last observation measured in that subject carried forward.  

 

To  assess  covariate  relations,  post‐hoc  values  and  between‐subject  variability  were 

plotted against covariates. Continuous covariates were tested  in a  linear, exponential, 

and power function (eq. 6–8): 

 

                                      Eq. 6 

 

Eq. 7 

 

Eq. 8 

 

where  Ppop  represents  the  population  estimate  of  this  parameter,  PTV  the  typical 

parameter value at covariate value Covi,t, Covi,t the covariate value for the ith individual 

at time t, and Covmed the median covariate value in the population. Covmed was set to 0 

for  time.  In  the  linear  function  (eq.  6),  l  represents  the  slope  factor,  and  h  and  k 

represent  the  scaling  factors  in  the  exponential  (eq. 7)  an d power  function  (eq. 8). 

Clearance was also evaluated as fraction of GFRabs, where renal clearance is assumed to 

be  the  only  route  of  elimination.  Categorical  covariates were  tested  as  proportional 

changes relative to the reference category. 

2.8  Model selection and evaluation 

The model  selection was based on  scientific plausibility, minimum objective  function 

value (OFV), goodness‐of‐fit plots, and precision of parameter estimates. A decrease in 

OFV over 6.63 points between nested models was  considered  statistically  significant, 

corresponding to P <0.01 following a chi‐square distribution with 1 degree of freedom. 

The  final  population  pharmacokinetic model was  evaluated  by  goodness‐of‐fit  (GoF) 

plots16,  a  prediction‐corrected  visual  predictive  check  (VPC)17,  and  sampling‐

importance‐resampling (SIR)18. SIR was used to derive the 95% confidence interval (CI) 

of  the  model  parameters.  Paromomycin  exposure  for  the  different  countries  was 

derived using  the  final  individual pharmacokinetic model estimates, expressed by  the 

area  under  the  plasma  concentration‐time  curve  for  24  hours  at  steady‐state 

(AUC0‐tau,SS) determined on the last day concentrations were measured. 

𝑃𝑇𝑉 𝑃𝑝𝑜𝑝 ∗ 1  𝐶𝑜𝑣𝑖,𝑡 𝐶𝑜𝑣𝑚𝑒𝑑 ∗ 𝑙  

𝑃𝑇𝑉 𝑃𝑝𝑜𝑝 ∗  𝑒 𝐶𝑜𝑣𝑖 ,𝑡 𝐶𝑜𝑣𝑚𝑒𝑑 ∗ℎ  

𝑃𝑇𝑉 𝑃𝑝𝑜𝑝 ∗
𝐶𝑜𝑣𝑖,𝑡
𝐶𝑜𝑣𝑚𝑒𝑑

𝑘
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3.  Results 

3.1   Patients and data 

Data  from  74  African  patients  (388  observations)  and  448  Indian  patients 

(933 observations)  were  used  for  the  pharmacokinetic  analysis  (Figure  S2.1.1B  in 

Supplementary Material 2.1.2, Table 2.1.1 and Table 2.1.2). Reliable serum creatinine 

levels were only available from patients in Kenya and Ethiopia, with baseline creatinine 

levels  almost  all  within  the  normal  range  of  50‐130  µmol/L  (observed  range 

44.2‐134 µmol/L,  Table  2.1.1).  As  expected  for  VL  patients,  baseline  albumin  levels, 

which  were  available  for  all  Kenyan,  Ethiopian  and  Sudanese  patients,  were  low 

(observed  range  7‐40  g/L,  Table  2.1.1),  but  levels  increased  during  treatment  and 

follow‐up (Figure S2.1.2 in ESM 2). Six observations from 3 subjects were excluded from 

this  analysis  because  paromomycin  concentrations  were  extremely  high  (n=3)  or 

sampling  time was missing  (n=3).  In  both  the  African  and  Indian  data,  observations 

24 hours  after  the  last  administered  dose,  right  before  the  next  dose,  were  highly 

variable and in some cases physiologically implausible, whereas observations at time of 

dosing were always BLQ (Figure S2.1.1A in Supplementary Material 2.1.2). Therefore, it 

was  likely  that  these  samples  were  collected  after  dosing  and,  therefore,  all 

observations  around  time  of  dosing  (time  after  dose  (TAD)  =  0  or  24  hours)  were 

excluded  from  the  analysis.  In  the  final dataset, only 9  (2.3%) African  and 34  (3.5%) 

Indian BLQ observations were present. Exclusion of BLQ observations did not  lead  to 

changes  in  model  fit,  and  therefore,  these  observations  were  excluded  from  the 

pharmacokinetic analysis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figure 2.1.1  Paromomycin  plasma  concentrations  (median  and  inter‐quartile  range)  of  all  sampling  days 

included in the pharmacokinetic analysis, stratified by country and paromomycin dose. 
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Table 2.1.1  Patient characteristics. 

   Kenya  Sudan  Ethiopia  India  Total 

Subjects (n)  16  16  42  454  528 

Male (n (%))  13 (81)  13 (81)  34 (81)  296 (65)  356 (67) 

Age (years)a   23.1 (15‐45)  25.4 (12‐40)  19.9 (8‐60)  22.5 (5‐54)  22.4 (5‐60) 
Paediatric patientsc (n (%))   3 (19)  3 (19)  18 (43)  190 (42)  214 (41) 

Body weight (kg)b  47.3 (37‐56)  49.1 (34‐73)  39.4 (15‐62)  35.8 (11‐68)  36.8 (11‐73) 

Creatinineb (µmol/L)  95.3 (79.6‐134)  NA  79.5 (44.2‐115)  NA  83.8 (44.2‐134) 
eGFRb (mL/min/1.73 m2)  110 (62‐147)  NA  143 (72.6‐288)  NA  134.2 (62‐288) 

Albuminb (g/L)  23.8 (7‐33)  27.4 (21‐40)  28.0 (13‐40)  NA  27.0 (7‐40) 

eGFR: estimated glomerular  filtration  rate.  a Mean  (range);  b Mean  (range) at baseline;  cPatients <18 years 

old. 

 
Table 2.1.2  Available pharmacokinetic observations. 

  Kenya    Sudan    Ethiopia    India   

   PM  PM+SSG  PM  PM+SSG  PM  PM+SSG  PM  Total 

Subjects (n)a  4  12  10  6  22  20  454  528 

Observations (n)a  47  153  137  77  65  60  1333  1872 
Observations BLQ (n (%))  14 (30)  32 (21)  32 (23)  23 (30)  6 (9)  4 (7)  277 (21)  388 (21) 

Observations analysed (n (%))b  32 (68)  109 (71)  95 (69)  54 (70)  51 (78)  47 (78)  933 (70)  1321 (71) 

Treatment duration  21  17  21  17  21  17  21   
Sampling days  1, 21  1, 17  1, 21  1, 17  7, 14, 21  7, 14, 17  1, 8, 15, 21   

PM:  paromomycin;  SSG:  sodium  stibogluconate;  BLQ:  below  limit  of  quantification.  a  Subjects  and 

observations  after  exclusion  of  unreliable  data  (6  observations  from  5  subjects);  b  Observations  after 
exclusion of T=0h and T=24h observations and BLQ observations. 

 

3.2  Population pharmacokinetic model 

A  one‐compartment  model  with  first‐order  kinetics  of  absorption  and  elimination 

described  the available paromomycin observations  in plasma adequately. The  typical 

values (RSE) for clearance and volume of distribution of paromomycin were estimated 

at  4.38  L/h  (2.36%)  and  15.6  L  (2.02%),  respectively  (Table  2.1.3).  Between‐subject 

variability  (CV%  [RSE%])  could  be  identified  for  clearance  (33.2%  [10.4%])  for  all 

subjects,  and  for  volume  of  distribution  only  for  the  African  populations  (31.5% 

[29.0%]).  Absorption  from  the  intramuscular  site  of  injection  was  fast  with  a  rate 

constant of 1.99 h‐1 (6.52%). Exposure in Eastern African patients was higher compared 

to  Indian  patients,  which  was  best  characterized  by  1.17  (5.18%)  times  higher 

bioavailability  in  Kenya  and  Sudan,  and  2.46  (24.5%)  times  higher  bioavailability  in 

Ethiopia.  To  describe  the  higher  variability  among  Ethiopian  concentration‐time 

profiles,  between‐subject  variability was  applied  to  F1  for  the  Ethiopian  population 

(150% [24.0%]). Additionally, the deviating concentration‐time profiles in Ethiopia were 

characterized by a ~4  times slower absorption  rate constant of 0.446 h‐1  (18.2%). On 

top  of  allometric  scaling  of  clearance  and  volume  of  distribution  for body weight,  a 

linear  relationship  between  age  and  clearance  improved  the  model  significantly 

(‐57.6 OFV),  resulting  in a decline of  clearance by 1.25%  (10.6%) per year  increase  in 
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age. Only  for Eastern African patients, a significant and clinically  relevant exponential 

relationship  between  time  and  clearance  was  identified  (‐31.3  OFV),  amounting  to 

‐32.6% (15.2%) decrease  in clearance between start and end of treatment (day 21). A 

separate residual error for both studies improved the model significantly, with residual 

variabilities  of  56.1%  (2.96%)  and  64.6%  (4.54%)  for  the  Indian  and  Eastern  African 

data, respectively. No drug‐drug  interaction between paromomycin and SSG could be 

identified and paromomycin pharmacokinetics was dose‐proportional  for  the  studied 

dose  range. At  the end of  treatment, AUC0‐tau,SS  for 15 mg/kg/day  (median  [IQR]) was 

higher  in  Kenya  and  Sudan  (172.7  µg∙h/mL  [145.9‐214.3]),  and  in  Ethiopia 

(230.1 µg∙h/mL [146.3‐591.2]), compared to India (97.26 µg∙h/mL [80.83‐123.4]). 

 
Table 2.1.3  Parameter estimates of the final population pharmacokinetic model. 

   Estimate  95% CIa  Shrinkage (%) 

Population parameters 
   Clpop (L/h)  4.38  4.17 ‐ 4.59   

   Vd,pop (L)  15.6  15.0 ‐ 16.2   

   ka,pop (h‐1)  1.99  1.76 ‐ 2.27   
   F1pop   1.00 (fixed)     

   COVCl,time (h‐1)  ‐0.000782  ‐0.00101 ‐ ‐0.000561   

   COVCl,age (year‐1)  ‐0.0125  ‐0.0151 ‐ ‐0.0100   
   ka,Ethiopia (fold change ka,pop)  0.224  0.151 ‐ 0.305   

   F1Ethiopia (fold change F1pop)  2.46  1.59 ‐ 4.01   

   F1Kenya,Sudan (fold change F1pop)  1.17  1.06 ‐ 1.30   
Between‐subject variability 

   Cl (CV%)  33.2  30.1 ‐ 36.5  29 

   Vd,Eastern‐Africa (CV%)  31.5  23.3 ‐ 41.0  40 
   F1Ethiopia (CV%)  150  120.3 ‐ 189.1  8 

Residual variability 

   Proportional error India (CV%)  56.1  54.6 ‐ 57.9  10 
   Proportional error Eastern Africa (CV%)  64.6  62.1 ‐ 67.7  10 

 
 

 

 

 
 
AGE:  age  (years);  AGEmed:  median  population  age  (20  years);  CI:  confidence  interval;  Cl:  apparent  oral 

clearance; COV: covariate; CV: coefficient of variation; F1: bioavailability; ka: absorption  rate constant; SIR: 
sampling  importance  resampling; Vd:  central volume of distribution; WT: body weight  (kg); WTmed: median 

population body weight (39 kg). a Obtained by SIR. 
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Table 2.1.4  Paromomycin exposure by dose and country. 

Dose  Country  AUC0‐tau,SS (µg∙h/mL)a 

15 mg/kg  Kenya  188.4 (151.4‐233.5) 

  Sudan  149.4 (137.6‐170.8) 

  Ethiopia  230.1 (146.3‐591.2) 
  India  97.26 (80.83‐123.4) 

     

20 mg/kg  Kenya  215.0 (142.8‐337.0) 
  Sudan  287.8 (244.5‐341.6) 

   Ethiopia  235.9 (117.7‐391.2) 

AUC0‐tau,SS: Area under the plasma concentration‐time curve for 24 hours at steady‐state, determined on the 

last day concentrations were measured. a Median (IQR). 

 

3.3  Model evaluation 

The  final  parameters  of  the  population  PK model were  adequately  estimated  (Table 

2.1.3), with  acceptable parameter precisions based on  SIR  (<30% RSE),  shrinkages of 

between‐subject  variabilities  (<40%),  correlations  between  parameters  (≤0.6),  and  a 

low  condition  number  (13.59).  Population  and  individual  model  predictions  were 

adequately describing  the observations, with no major  trends visible  in  the GoF plots 

(Figure  2.1.2).  Simulation  based  diagnostics  indicated  overall  a  good  predictive 

performance of the model, although the plasma concentrations in the absorption phase 

in  the Ethiopian population are  slightly over‐predicted,  illustrated by  the VPC  (Figure 

2.1.3).  The  different  variability  in  plasma  concentrations  between  the  countries was 

well described by the model.  
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Figure 2.1.2  Goodness‐of‐fit  plots  for  the  final  population  pharmacokinetic  model  coloured  by  country. 
Model  predicted  population  and  individual  paromomycin  concentrations  versus  observed 
concentrations,  and  conditional weighted  residuals  (CWRES)  versus  time  after  last  dose  and 
population predictions; for Kenya and Sudan (grey), Ethiopia (red) and India (blue). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figure 2.1.3  Prediction‐corrected visual predictive check of  the  final paromomycin pharmacokinetic model 

stratified by country. Solid and dashed  lines represent the 50th, 5th and 95th percentiles of the 
observed  values,  respectively,  whereas  the  dark  and  light  blue  areas  indicate  the  90% 
confidence intervals of the simulated 50th, 5th and 95th percentiles, based on 1000 simulations. 
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4  Discussion 

The  population  pharmacokinetic  model  adequately  described  paromomycin 

pharmacokinetics  in VL patients  from different Eastern African countries and  India. A 

decline  in clearance during  treatment was observed, as well as a decline  in clearance 

with  age.  There was no drug‐drug  interaction observed with  SSG,  and paromomycin 

pharmacokinetics was dose‐proportional for the studied dose range.  

 

The  shape  and  variability  of  the  concentration‐time  profiles  in  Ethiopian  patients 

differed  greatly  from  the  other  Eastern  African  and  Indian  patient  populations.  The 

differences were best characterized by a slower absorption rate  (4‐fold slower) and a 

higher  typical  intramuscular bioavailability  (2.46‐fold), but with a very high between‐

subject  variability of  this bioavailability  (150%).  The  sparse  sampling  scheme used  in 

Ethiopia  cannot be  responsible  for  the observed pharmacokinetic differences,  as  the 

population  pharmacokinetic  approach  accounts  for  sparse  and  heterogeneous  data. 

The fast absorption rate of 1.99 h‐1 observed in Kenya, Sudan, and India is more in line 

with the absorption rate of 2.65 h‐1 shown earlier in 7 healthy volunteers receiving the 

same paromomycin dose  regimen8. Variable absorption  rates and bioavailability have 

been  observed  for  other  aminoglycosides  such  as  amikacin  and  gentamicin19,20, 

although  not  as  extreme  as  we  observed  in  this  study.  Possible  explanations  were 

considered. The same paromomycin product and batch was used in all sites in Eastern 

Africa,  but  differences  in  e.g.  storage  conditions  (altering  product  stability  and/or 

solubility), different  conditions during  sample  transport and analysis  (altering analyte 

stability  in  the  samples),  or  exact  site  of  injections  (e.g.  subdermal  instead  of 

intramuscular) between  study  sites and/or  trials cannot be  fully excluded. Notable  in 

this respect  is that Ethiopian patients had been  included at two distinct sites  in North 

and South Ethiopia, but no differences in pharmacokinetics could be identified between 

those  two  sites  (data not  shown). Alterations  in body  composition  and physiological 

changes are associated with malnutrition and/or clinical manifestations of VL21,22, which 

might also  impact pharmacokinetics. However, we could not  identify any correlations 

between age or factors related to malnutrition or disease severity (body weight, serum 

albumin) and exposure, clearance or drug absorption.  

 

A priori we expected a correlation between serum creatinine or GFR and paromomycin 

clearance,  as  paromomycin  is  mainly  cleared  renally.  However,  inclusion  of  these 

covariates  did  not  significantly  improve  the model  fit,  probably  because  all  Eastern 

African patients in this study had relatively normal serum creatinine levels (range 44.2‐

134 µmol/L). Secondly, to  find a mechanistic explanation for the decline  in clearance, 

the effect of time‐varying serum albumin was evaluated on volume of distribution and 

clearance. Patients had hypoalbuminemia at  the  start of  treatment  (range 7‐40 g/L), 

which  increased  during  and  after  treatment  (range  20‐57  g/L  at  2‐month  follow‐up 
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after end of treatment).  In treatment with other aminoglycosides, decreased albumin 

has been correlated with increased volume of distribution23–26, which can in turn cause 

a  decrease  in  Cmax
24,26  and  possibly  a  lower  renal  clearance.  The  increase  in  serum 

albumin over  time corresponds  to  the decrease  in clearance over  time. However, we 

did  not  find  any  significant  effect  of  time‐varying  albumin  levels  on  any 

pharmacokinetic parameter.  

 

In this pooled pharmacokinetic analysis, data were retrieved from different trials with 

different  treatment  regimens  (different paromomycin mg/kg dose, with  and without 

companion  drug)  and  sampling  schemes  were  different.  To  optimally  analyse  the 

heterogenic data, a population approach was used, allowing to adequately characterize 

paromomycin  pharmacokinetics,  to  link  geographical  differences  to  certain 

pharmacokinetic  parameters,  and  to  describe  part  of  the  variability  by  explanatory 

covariates. Moreover,  the population  approach  allows  adequate  analysis of different 

sampling schemes, e.g. the sparse sampling scheme used  in Ethiopian sites. However, 

the retrospective design of the study brings  limitations. Serum creatinine and albumin 

data were missing  in the  Indian population, and therefore these covariates could only 

be evaluated  in a subset of patients. Secondly, 27.2% of data of paromomycin plasma 

levels at dosing time points (TAD=0 and TAD=24 hours) were excluded because the data 

were highly variable and physiologically  implausible. However, exclusion of these data 

did not lead to any substantial changes in identification and parameter estimates of the 

structural  pharmacokinetic model,  implying  a  negligible  effect  on  subsequent model 

development.  

 

Surprisingly,  the  substantial  geographical  differences  in  exposure  that we  identified 

here were  not  in  line with  the  observed  geographical  variability  in  efficacy.  Efficacy 

rates after a  lower paromomycin dose  (15 mg/kg paromomycin  for 21 days)3 were  in 

line with exposure differences among Eastern African  countries  in  the  current  study, 

which  was  lowest  in  Sudan  (14.3%  and  46.7%)  and  highest  in  Southern  (96.6%) 

Ethiopia3. Contrarily, exposure  in  Sudanese patients was higher  compared  to Kenyan 

and  Ethiopian  patients when  receiving  20 mg/kg  paromomycin.  For  this  dose  level, 

geographical efficacy differences within Eastern Africa were not observed, although the 

current  clinical  trial was not powered  to perform  a by‐site  analysis5. Moreover, high 

efficacy  in  Indian  patients  (94.6%)2  was  observed  (15  mg/kg  for  21  days),  while 

exposure was significantly  lower compared to all Eastern African countries. Therefore, 

the  reported  differences  in  efficacy  were  most  probably  not  related  to  the 

pharmacokinetics. While  the  pharmacokinetic  sub‐studies  included  e.g.  less  children 

than the total clinical trial populations on which the efficacy figures were based, there 

are no  indications that there are significant efficacy differences between children and 

adults at  the evaluated dose  levels2,5. The  lower efficacy  in Sudan compared  to  India 

might  be  related  to  the  virulence  of  the  Leishmania  parasite  or  related  to 
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immunological and pathophysiological differences between populations, while parasite 

susceptibility differences have not been documented up till date in vitro. Moreover, this 

trend  of  lowered  efficacy  in  Eastern  Africa  is  not  only  observed  for  paromomycin 

treatment but also for other VL treatment regimens27. 

 

In summary, this pooled population pharmacokinetic model provides detailed insight in 

the  geographical  pharmacokinetic  differences  among  Eastern  African  countries  and 

India,  however,  the  resulting  differences  in  paromomycin  pharmacokinetics  most 

probably  do  not  explain  the  geographical  differences  in  efficacy  of  paromomycin 

monotherapy in the treatment of VL patients. Potential explanations for these efficacy 

differences  might  be  host‐related,  e.g.,  immunological  or  genetic  differences,  or 

parasite‐related  e.g.,  parasite  virulence  differences.  Moreover,  this  analysis 

demonstrates  the  relevance  of  pharmacokinetic  analysis  in  these  populations,  as 

remarkable differences  in  exposure were observed between  geographic populations, 

despite the use of a body weight‐guided dosing regimen. 

Acknowledgments 

The  authors  would  like  to  thank  the  institute  for  One World  Health  (iOWH),  now 

referred  to  as  PATH,  and  all  members  of  the  field  teams,  including  nurses  and 

laboratory  technicians  in all  study  sites, clinical monitors and Data Safety Monitoring 

Boards  for  their contribution  to  the original studies. They sincerely  thank  the visceral 

leishmaniasis patients and the parents and guardians of the paediatric patients for their 

willingness to be enrolled in this study and their cooperation. 

Funding 

The Eastern African clinical study was  funded by Médecins Sans Frontières  (MSF) and 

the Drugs for Neglected Diseases initiative (DNDi). We would like to thank the following 

donors  for  their  support:  Department  for  International  Development  (DFID),  UK; 

Médecins Sans Frontières/Doctors without Borders,  International; Ministry of Foreign 

and European Affairs (MAEE), France; Region of Tuscany, Italy; République and Canton 

de  Geneva,  Switzerland; Medicor  Foundation,  Liechtenstein;  Fondation  Pro  Victimis, 

Switzerland; Fondation André & Cyprien, Switzerland; Spanish Agency for International 

Development  Cooperation  (AECID),  Spain;  Swiss  Agency  for  Development  and 

Cooperation  (SDC),  Switzerland;  and  private  foundations  and  individual  donors.  The 

Indian  clinical  study  was  supported  by  the  Bill  and Melinda  Gates  Foundation,  the 

Institute  for  OneWorld  Health,  the  Special  Program  for  Research  and  Training  in 

Tropical Diseases (TDR) of the United Nations Development Program, the World Bank, 

and the World Health Organization  (WHO). The current PK analysis was supported by 

the AfriKADIA project of the Second European and Developing Countries Clinical Trials 



Chapter 2.1 

110 

Partnership  Programme  (EDCTP2)  [grant  number  RIA2016S1635];  ZonMw/Dutch 

Research Council (NWO) [project number 91617140 to T.P.C.D]. 

Ethical approval and informed consent 

All procedures were  conducted  in  accordance with  the Declaration of Helsinki  (2002 

version)  relating  to  the  conduct  of  research  on  human  subjects  and  followed  the 

International Committee on Harmonization guidelines for the conduct of clinical trials. 

The  relevant  ethics  committees  from  each  country  approved  the  clinical  studies. 

Patients  or  their  legal  guardians  (if  they  were  minors)  provided  signed  informed 

consent prior  to being  randomized  to  the different  treatment arms.  In  India, patients 

were  randomly  assigned  in  the  pharmacokinetic  sub‐study,  while  in  Eastern  Africa 

patients were asked  to participate  in  the pharmacokinetic sub‐study using a separate 

informed consent. 
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Supplementary Material 2.1.1. Bioanalysis 

African plasma samples were assayed for paromomycin concentrations using HPLC‐UV , 

based on  a previously  reported method1, which was  further  validated  at  the Clinical 

Pharmacology  Section,  African  Centre  for  Clinical  Trials,  Nairobi,  Kenya.  Aliquots 

(50‐300  μl) of plasma  samples  from  study subjects were processed up  to a  final  step 

involving pre‐column derivatization  to  convert paromomycin,  an  aminoglycoside  that 

does  not  absorb  UV  light  into  a  derivative  that  absorbs  UV  light,  thus  allowing 

quantification by high performance  liquid  chromatography  (HPLC). Paromomycin and 

internal  standard  (kanamycin) were  derivatized with  2,  4  –  dinitrofluorobenzene  at 

65°C,  followed by extraction with  tert‐butyl methyl ether  (TBME). The organic phase 

(TBME) was then evaporated  in a water bath (37°C) under a gentle flow of white spot 

nitrogen. The resulting residue was reconstituted in a mixture of acetonitrile and water, 

and  injected  into  the  chromatography  system.  Separation  was  performed  on  a 

Thermohypersil reverse phase C18 column (4.6 х 150 mm) coupled to a guard column. 

The mobile phase was a mixture of water/acetonitrile /methanol, adjusted  to pH 3.0 

with phosphoric acid. The mobile phase was degassed for 20 minutes in an ultra‐sonic 

water bath before use, and delivered  in  isocratic mode at a  flow  rate of 1.2 ml/min. 

Column  effluent  was  monitored  at  350  nm.  Calibration  curves  were  prepared  in 

duplicate  by  spiking  blank  plasma  with  varying  known  amounts  of  paromomycin 

sulphate  (0.2‐25  μg  of  base  equivalents)  and  a  fixed  amount  (5  μg)  of  kanamycin 

sulphate, followed by derivatization and extraction as described above. Quantification 

of  paromomycin  in  samples  from  patients  was  done  with  reference  to  the  linear 

portion  of  the  calibration  curve.  Quality  control  (QC)  samples  representing  high, 

medium and  low  concentrations of paromomycin were analyzed  simultaneously with 

the  patient  samples,  demonstrating  good  assay  precision  with  intra‐  and  inter‐day 

coefficient of variation below 10%. Accuracy as determined from assay of QC samples 

was within acceptable ranges for  low, medium and high QC values for both urine and 

plasma samples. The % recovery was over 80%  for all QC concentrations. The  limit of 

detection  of  paromomycin  was  0.05  μg/mL  and  the  lower  limit  of  quantification 

0.1 μg/mL. 

 

In Indian plasma samples, paromomycin concentrations were determined by the use of 

a sensitive and specific  liquid chromatography coupled  to  tandem mass spectrometry 

(LC/MS/MS) method,  performed  at  the  Analytical  Division  of  the  Drug  Studies  Unit 

(DSU) at  the University of California, San Francisco, CA, USA. Human plasma  samples 

(200 μl) were analyzed for paromomycin with a LC/MS/MS procedure on a Micromass 

Quattro Ultima  LC  system equipped with an Allure PFP propyl  column  (4.6 x 50 mm, 

5 μm particle size), a methanol/water (v/v) containing 20 mM ammonium acetate and 

0.14% trifluoroacetic acid, pH 3.3 mobile phase, and mass spectrometric detection with 

positive  ionization  by  electrospray  and  mass  scanning  by  MRM  (Multiple  Reaction 
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Monitoring) analysis. Sample preparation consisted of the addition of internal standard 

into 200  μl of plasma  samples, precipitation of  the  samples with 30%  trifluoroacetic 

acid, centrifugation, transfer of the supernatant and addition of 50% methanol to each 

sample prior to separation by LC/MS/MS. Calibration standards and QC samples were 

generated  by  spiking  blank  (interference‐free)  human  plasma  with  paromomycin. 

Calibration standards at ten concentrations, excluding blanks, and QC samples at three 

concentrations within the calibration range of the assay were analyzed routinely with 

study samples. The QC samples were used to monitor the performance of the assay. All 

human  plasma  concentrations were  calculated  from  a  paromomycin  human  plasma 

calibration curve. The range for the assay was 0.5 to 240 μg/ml with inter‐day precision 

of 2.93  to 5.04%  and  intra‐day precision of 1.09  to 2.53%. Plasma  concentrations of 

paromomycin  less  than  0.5  μg/ml were  reported  as  below  the  limit  of  quantitation 

(BLQ). Assay validation procedures and criteria were  in accordance with  the US Food 

and  Drug  Administration  (FDA)  “Guidance  for  Industry:  Bioanalytical  Method 

Validation” (May, 2001).  

Reference 

1.   Kanyok  TP,  Killian  AD,  Rodvold  KA,  Danziger  LH.  Pharmacokinetics  of  intramuscularly  administered 

aminosidine in healthy subjects. Antimicrob Agents Chemother. 1997;41:982–6.  
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Supplementary Material 2.1.2. Observations 
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Figure S2.1.1 Paromomycin  observations  stratified  by  country  and  treatment  group.  Panel  A:  All 

observations; Panel B: Observations included in pharmacokinetic analysis. BLQ observations are 

fixed to half BLQ (0.05 µg/mL for Eastern Africa, 0.25 µg/mL for India). 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
Figure S2.1.2 Serum creatinine levels and glomerular filtration rate in patients from Kenya and Sudan; serum 

albumin in patients from Kenya, Sudan, and Ethiopia. 
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Supplementary Material 2.1.3. NONMEM control stream 

; Description: Final pooled paromomycin PK model Eastern Africa and India  

; Author: L. Verrest 

$PROBLEM    PK 

$INPUT  ID DOSE DOSEBASE DV TIME CMT AMT II ADDL WTB AGE CNTRY FLAG EVID 

MDV BLQ 

;;;; Dataset description ;;;; 

; ID   = Original subject ID 

; DOSE   = Daily PM sulfate dose (mg) 

; DOSEBASE   = PM base (mg): PM sulfate * 0.7554  

; DV   = PM plasma concentration (ug/mL) 

; TIME   = Time after first dose (h) 

; CMT   = Compartment. 1 = dose, 2 = PM plasma concentration 

; AMT   = PM base dose amount (mg) 

; II   = Inter‐dose interval 

; ADDL   = Additional doses 

; WTB   = Body weight at baseline (kg)  

; AGE   = Age (years) 

; CNTRY   = Country. 1 = Kenya, 2 = Sudan, 3 = Ethiopia, 4 = India 

; FLAG   = Samples to be excluded. 0= include, 1 = exclude 

; EVID   = Event ID. 0 = DV, 1 = dose, 2 = no dose or DV. EVID = 2 for DVs at T=0 

and T=24. 

; MDV   = Missing DV. = DV, 1 = dose. MDV = 1 for DVs at T=0 and T=24.  

; BLQ   = DV below limit of quantification (0.1 ug/mL for East‐Africa, 0.5 ug/mL for 

India). 0 = no, 1 = yes. 

$DATA nm.paromomycinPooled.final.csv IGNORE=@  

IGNORE(BLQ.EQ.1) ; no BLQ samples 

IGNORE(FLAG.EQ.1) ; remove excluded samples  

$SUBROUTINE ADVAN13 TOL=6 
 

$MODEL 

COMP = (DEPOT) 

COMP = (CENTRAL) 

COMP = (AUC) 

$ABB COMRES=2  

$PK 

TVCL = THETA(1) 

TVV2 = THETA(2) 

TVKA = THETA(3) 

TVF1 = THETA(4) 

;; Covariates 
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CLAGE = ( 1 + THETA(5)*(AGE ‐ 20)) ; 20 = median population age 

CLTIME = EXP(THETA(6)*TIME) 

CL = TVCL *(WTB/39)**0.75 * EXP(ETA(1)) * CLAGE * CLTIME  ; 39 = median population 

baseline body weight 

IF(CNTRY.EQ.4) CL = TVCL *(WTB/39)**0.75 * EXP(ETA(1)) * CLAGE 

V2  = TVV2 *(WTB/39)**1.00* EXP(ETA(2)) 

IF(CNTRY.EQ.4) V2  = TVV2 *(WTB/39)**1.00 

KA = TVKA 

IF(CNTRY.EQ.3) KA = THETA(3) * THETA(7) 

F1 = TVF1 

IF(CNTRY.EQ.3) F1 =  1 * THETA(8) * EXP(ETA(3))  ; Ethiopia 

IF(CNTRY.LT.3) F1 =  1 * THETA(9)                            ; Kenya and Sudan 

K20   = CL/V2 

S2     = V2 

AUCtau = F1*DOSEBASE/CL    

IF(NEWIND.LE.1) THEN  

COM(1)=0  

COM(2)=0  

ENDIF  

$DES  

;; Derive paromomycin Cmax, Tmax, and AUC  

CONC = A(2)/V2  

IF(CONC.GT.COM(1)) THEN  

COM(1)=CONC  

COM(2)=T  

ENDIF  

CC = A(2)/V2  

DADT(1)= ‐KA*A(1 

DADT(2)=  KA*A(1)‐K20*A(2) 

DADT(3)=  CC 

AUC = A(3) 

$ERROR  

CMAX=COM(1)  

TMAX=COM(2)  

IPRED = F 

IF(IPRED.LT.1E‐6) IPRED=1E‐6  

IF(CNTRY.LT.4) W = SQRT(THETA(10)**2*IPRED**2 + THETA(12)**2) ; Eastern Africa 

IF(CNTRY.EQ.4) W = SQRT(THETA(11)**2*IPRED**2 + THETA(13)**2) ; India  

Y = IPRED + W*EPS(1) 

IRES = DV‐IPRED 

IWRES = IRES/W 
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$THETA 

(0, 4.38)  ; 1 CL 

(0, 15.6)  ; 2 V2 

(0, 1.99)  ; 3 KA 

(1 FIX)  ; 4 F1 

(‐0.000782)  ; 5 COV(Cl,time) 

(‐0.0125)  ; 6 COV(Cl,age) 

(0, 0.224)  ; 7 ka(Ethiopia) 

(0, 2.46)  ; 8 F1(Ethiopia) 

(0, 1.17)  ; 9 F1(Kenya,Sudan) 

(0, 0.418)  ; 10 Prop. RE Eastern Africa 

(0, 0.315)  ; 11 Prop. RE India 

(0 FIX)  ; 12 Add. RE Eastern Africa 

(0 FIX)  ; 13 Add. RE India 

$OMEGA 

0.216843  ; 1 CL 

0.2  ; 2 V2  

0.8  ; 3 F1(Ethiopia) 

$SIGMA  

(1 FIX)  

$ESTIMATION METHOD=1 INTER MAXEVAL=2000 NOABORT PRINT=10 POSTHOC 

ATOL=6 SIGL=6 NSIG=2 ETASTYPE=1 

$COV PRINT=E 

$TABLE ID DOSE DOSEBASE DV TIME CMT AMT II ADDL WTB AGE CNTRY FLAG BLQ EVID 

IPRED CWRES CL V2 KA F1 ETA1 ETA2 ETA3 CMAX TMAX AUCtau AUC CC 

ONEHEADER NOPRINT FILE=sdtab0017 
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Abstract 

Background:  To  determine whether  paromomycin  plus miltefosine  (PM/MF)  is  non‐inferior  to 

sodium  stibogluconate  plus  paromomycin  (SSG/PM)  for  treatment  of  primary  visceral 

leishmaniasis in Eastern Africa. 

Methods:  An  open‐label,  Phase  III,  randomized,  controlled,  trial was  conducted  in  adult  and 

paediatric  patients  at  7  sites  in  Eastern  Africa.  Patients  were  randomly  assigned  to  either 

20 mg/kg paromomycin plus  an  allometric dose of miltefosine  (14 days), or 20 mg/kg  sodium 

stibogluconate plus 15 mg/kg paromomycin  (17 days). Primary endpoint was definitive cure at 

6 months follow‐up. 

Results: Of the 439 patients randomized, 424 completed the trial. Ninety‐eight were randomized 

to  a  subsequently  discontinued  28‐day MF/14‐day  PM  arm.  Definitive  cure  at  6 months was 

91.2%  (155/170) and 91.8%  (156/170)  in  the PM/MF and SSG/PM arms  in  the primary efficacy 

mITT analysis (difference: 0.6% [97.5%CI: ‐ 6.2; 7.4]), narrowly missing the non‐inferiority margin 

of 7%.  In  the PP analysis, efficacy was 92%  (149/162) and 91.7%  (155/169)  in  the PM/MF and 

SSG/PM arms (difference: ‐0.3% [97.5%CI: ‐7.0; 6.5]), demonstrating non‐inferiority. Treatments 

were well  tolerated.  Four  of  the  18  serious  adverse  events were  study  drug‐related  and  one 

death was related to SSG. Allometric dosing of MF ensured similar exposure in children <12 years 

and adults. 

Conclusions: Efficacies of PM/MF and SSG/PM were  similar, ADRs were as expected given  the 

safety profiles of the drugs. With one less injection each day, reduced treatment duration, and no 

risk  of  SSG‐associated  life‐threatening  cardiotoxicity,  PM/MF  is  a  more  patient‐friendly 

alternative for children and adults with primary VL in Eastern Africa. 
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2.2 

1.  Introduction 

The number of cases of visceral  leishmaniasis (VL), a potentially fatal parasitic disease 

caused by Leishmania, is decreasing, mainly due to VL elimination efforts in South Asia. 

Eastern Africa  has  the  highest  burden  of VL  globally, mainly  affecting  children, with 

numbers  stagnating  in  recent  years1,2.  Since  2010,  sodium  stibogluconate  (SSG)  and 

paromomycin  (PM)  combination  has  been  the  standard  of  care  treatment  for  VL  in 

Africa3. It was an improvement on 30‐day SSG monotherapy but entails hospitalization 

with painful twice‐daily injections for 17 days and potentially life‐threatening antimony‐

associated toxicities such as cardiotoxicity, hepatotoxicity, and pancreatitis. Liposomal 

amphotericin B  (AmBisome®)  is a  second‐line drug  for  rescue  treatment and  specific 

target populations;  the need  for a  cold  chain,  sterile  two‐step dilution process, well‐

trained  personnel,  and  (rare)  anaphylactic  reactions  limit  its  use  in  Eastern  Africa. 

Alternative efficacious, safe, ideally short‐course treatments suitable for use in remote 

areas are needed.  

 

Miltefosine (MF), the only oral treatment for VL, has been extensively used in Asia as a 

28‐day  monotherapy.  It  is  well  tolerated,  with  mainly  mild  to  moderate  gastro‐

intestinal side effects, and transient  increases  in  liver enzymes and creatinine. Female 

patients of childbearing potential are required  to use contraception during  treatment 

and for ≥5 months afterwards, due to potential teratogenicity. In a Phase II clinical trial 

in Kenya and Sudan4,5, MF (2.5mg/kg/day) used as monotherapy or in combination with 

AmBisome® did not reach the predefined satisfactory efficacy level of >90%. Treatment 

failure was associated with poor MF exposure  in children  (59% efficacy)5,6. Allometric 

MF dosing  in 30 children (4‐12 years old) for 28 days  in Kenya achieved  increased and 

less‐variable  exposure, with  a  cure  rate  of  90.0%  (95%  CI:  73.5‐97.9%)  at  6 months 

follow‐up7,8. MF may,  therefore,  be  an  option  for  Africa,  ideally  in  combination  to 

reduce treatment duration and improve efficacy.  

 

PM treatment of 15mg/kg/day for 21 days showed satisfactory efficacy in Asia, but only 

63.8% efficacy  in Africa9 with high variability. A higher daily dose of 20mg/kg/day  for 

21 days was well tolerated and resulted in a more homogeneous response, with overall 

efficacy of 84.3% at 6 months  follow‐up10. Side effects  included reversible kidney and 

liver toxicity, and ototoxicity.  

 

In Asia, a 10‐day combination of MF  (2.5mg/kg/day) with PM  (15mg/kg/day) has been 

very successful with definitive cure rates at 6 months ranging from 96.9% to 98.7%11. An 

adapted PM/MF treatment regimen is expected to achieve satisfactory efficacy in Africa. 

PM/MF  combination  therapy  could  be  an  alternative  to  SSG/PM,  minimizing  the 

number of injections and removing antimonial‐related toxicity. It could be an attractive 

option  for  children,  a high proportion of  the population  at  risk,  and  the  elderly,  the 
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most  at  risk  of  SSG‐related  toxicity.  We  investigated  whether  a  14‐day  PM/MF 

combination  treatment  is  non‐inferior  to  SSG/PM  in  Eastern  African  patients  with 

primary VL. 

2.  Methods 

2.1   Trial design 

This open  label, Phase  III,  randomized,  controlled multicentre noninferiority  trial was 

conducted  in hospitals at seven sites  in Kenya, Uganda, Sudan, and Ethiopia. The trial 

started  with  two  investigational  arms:  PM/MF  for  14  days  (arm  1)  and  PM  for 

14 days/MF  for 28 days  (arm 2), and a  third study arm,  the standard of care SSG/PM 

(arm  3).  Since  initial  enrolment  was  considerably  slower  than  anticipated,  two 

additional sites were included, exclusion criteria were revised to allow for recruitment 

of  a  more  representative  VL  population  (see  Supplementary  Text  2.2.1),  and 

recruitment in arm 2 was discontinued. Therefore, comparative analysis was performed 

between PM/MF arm 1 and SSG/PM arm 3, whereas results for arm 2 were descriptive. 

The choice  to prematurely discontinue arm 2 was due  to practical advantages of  the 

arm 1  regimen,  i.e.,  shorter duration, complete administration during hospitalization, 

and lower cost. No efficacy or safety concerns required early termination of arm 2. 

2.2  Participants 

Patients  aged  4  to  ≤50  years with  VL  symptoms  and  parasitological  diagnosis were 

included unless they had relapse, severe malnutrition, severe VL, positive HIV diagnosis 

or a concomitant severe  infection, or were women of childbearing potential unwilling 

to use contraception until 5 months after end of treatment (Supplementary Text 2.2.1 

lists all criteria). Approval was obtained from independent ethics committees in Sudan, 

Kenya, Uganda, and Ethiopia and from Médecins Sans Frontières’ Ethics Review Board. 

Informed  consent  and  assent  (when  applicable)  were  obtained  as  per  regulatory 

requirements in each country. 

2.3  Interventions 

Arm 1 comprised a once‐daily IM injection of 20 mg/kg/day PM for 14 days and oral MF 

(Impavido®) BID  for 14 days. Children <30kg  received MF allometric dosing based on 

sex,  weight,  and  height12  (Supplementary  Figure  S2.2.1),  patients  ≥30kg  to  <45kg 

received  100mg/day,  and  patients  ≥45kg  received  150mg/day.  The  arm  2 

(discontinued)  regimen  was  as  arm  1,  but  with  MF  for  28  days.  Arm  3  was  SSG 

20 mg/kg/day  IM/intravenous  (IV) with PM 15 mg/kg/day  IM  for 17 days. Arm 1 and 

3 patients were hospitalized during treatment, arm 2 patients were hospitalized for the 



Paromomycin and miltefosine combination as an alternative to treat patients with VL in Eastern Africa 

125 

2.2 

first 14 days of  treatment  followed by 14 days as outpatients. Rescue  treatment was 

indicated  in  case of  initial  treatment  failure,  relapse, or  intolerability  (Supplementary 

Text 1). End‐of‐treatment  (EOT)  assessments were  conducted on D28. Patients were 

followed  up  for  6  months  until  D210.  Compliance  was  measured  as  described  in 

Supplementary Text 2.2.1. 

2.4  Pharmacokinetics 

Pharmacokinetics measurements of MF were made in all patients in arm 1 at D14 and 

in arms 1 and 2 at D28 and D56. Intensive pharmacokinetics sampling for both PM and 

MF was performed in a subset of patients at D1 and D14 (Supplementary Text 2.2.1). 

2.5  Outcomes 

The primary efficacy endpoint was definitive  cure  at 6 months  follow‐up, defined  as 
absence of clinical signs and symptoms of VL at D210 and no rescue treatment during 
the trial. Safety endpoints were the frequency and severity of adverse events (AE) from 
treatment start to D210 and the frequency of serious AEs and AEs requiring treatment 
discontinuation. A  secondary  efficacy  endpoint was  initial  cure  at  EOT  (resolution of 
clinical  signs  and  symptoms,  negative microscopy  (spleen  or  bone marrow)  and  no 
rescue treatment).  
 
The pharmacokinetics endpoint was total and partial blood plasma exposure to PM and 
MF defined as  the area under  the concentration‐time curve  for PM and  the maximal 
concentrations  (Cmax)  for MF, during treatment and until end of  follow‐up  for MF and 
based on full curves both on D1 and D14 for PM.  

2.6  Sample size 

The sample size of 153 patients per arm was based on an expected efficacy at 6 months 

follow‐up of 93% for arm 1 and 91% for arm 3, a non‐inferiority margin of 7%, power of 

80% and alpha of 0.025 (one‐sided, no adjustment for multiplicity). A 10% provision for 

loss to follow‐up brought the sample size to 170 per arm (arms 1 and 3). 

2.7  Randomization 

Patients were originally  randomized  centrally  to  treatment  in  a 1:1:1  allocation  ratio 

using  varying  block  sizes  of  6,  9,  or  12  subjects  in  random  order.  Following 

discontinuation of arm 2, a 1:1 allocation ratio was used with varying block sizes of 4, 6 

or 8  to assign patients  to  study arms 1 and 3. Randomization  codes were generated 

through an online system. 
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2.8  Statistical methods 

Efficacy analysis was performed comparing  treatment arm 1 with arm 3. Data  for  the 

discontinued  arm  2 were  described.  Estimates  of  the  proportion with  initial  (EOT)/ 

definitive (D210) cure were reported. The difference in proportions between treatment 

arms was presented in the mITT (all randomized patients receiving at least one dose of 

treatment) and in the PP (patients in mITT with no major protocol deviations) sets. The 

Blackwelder  test  was  used  to  test  for  non‐inferiority.  For  sensitivity  analysis  for 

imputation of missing data and the set of completers see Supplementary Table S2.2.1. 

Multivariate logistic regression analysis was conducted to assess the difference in odds 

of failure between treatment arms adjusting for country, age group, and sex.  

 

Safety analysis was performed  in the mITT set, based on treatment emergent adverse 

events  (TEAEs).  The  proportion  of  patients with  at  least  one  adverse  drug  reaction 

(ADR) was compared for each treatment arm. All AEs were categorized by system organ 

class (SOC) and preferred term (PT) according to the Medical Dictionary for Regulatory 

Activities (MedDRA) Versions 20.1 to 24.0. 

3.  Results 

3.1   Participants  

A total of 439 patients were recruited between 23 January 2018 and 17 May 2020; 171, 

170, and 98 patients were assigned to arms 1, 3, and 2, respectively. 424/439 (96.6%) 

of patients  reached  EOT  and  408/439  (92.9%)  reached  the  end of  the  study  (D210), 

with only 8  (1.8%)  lost to  follow‐up  (Figure 2.2.1). Apart  from 1 patient  in Arm 1 who 

died before starting treatment, all patients were included in the mITT set and 416/439 

(94.8%)  of  patients  in  the  PP  set.  Demographic  and  baseline  characteristics  were 

generally comparable between treatment arms. The median age was 11 years (IQR 8.0‐

19.0y) and 59.7% of the trial patients were ≤12 years. There was a higher proportion of 

male patients  (79.7%),  consistent with  the overall VL population  in  the  region  (Table 

2.2.1). 95.5% of  female patients recruited were ≤12 years. Nearly all patients  (99.3%) 

presented with  fever  at  baseline  and most  (80.6%)  had weight  loss  (Supplementary 

Table S2.2.2). 
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Table 2.2.1  Baseline characteristics by treatment arm and overall – ITT set. 

Parameter  Statistics  Arm 1 

PM/MF 14D 

(n=171) 

Arm 2a 

PM/MF 28D 

(n=98) 

Arm 3 

SSG/PM 

(n=170) 

Overall 

(n=439) 

Age (years)  Mean (SD)  13.5 (7.9)  13.9 (8.0)  13.0 (7.1)  13.4 (7.6) 

  Median (Q1‐Q3)  10.0 (8.0‐19.0)  12.0 (8.0‐20.0)  10.0 (8.0‐18.0)  11.0 (8.0‐19.0) 

Age category  4 to ≤12 years, n (%)  103 (60.2)  54 (55.1)  105 (61.8)  262 (59.7) 

  >12 to 50 years, n (%)  68 (39.8)  44 (44.9)  65 (38.2)  177 (40.3) 

Sex  Female, n (%)  34 (19.9)  17 (17.3)  38 (22.4)  89 (20.3) 

  Male, n (%)  137 (80.1)  81 (82.7)  132 (77.6)  350 (79.7) 

Weight (kg)  Range (Min‐Max)  11.0‐71.0  14.0‐61.0  11.0‐60.0  11.0‐71.0 

  Mean (SD)  32.7 (14.4)  33.4 (13.7)  31.4 (13.4)  32.4 (13.9) 

  Median (Q1‐Q3)  28.0 (21.0‐46.0)  32.0 (20.5‐47.0)  27.3 (19.5‐43.0)  28.0 (20.0‐45.0) 

Height (cm)  Range (Min‐Max)  93.0‐190.0  102.0‐182.0  92.0‐190.0  92.0‐190.0 

  Mean (SD)  141.0 (23.8)  143.9 (22.8)  139.9 (23.3)  141.2 (23.4) 

  Median (Q1‐Q3)  137.0 

(124.0‐165.0) 

141.5 

(123.0‐166.0) 

138.0 

(121.0‐163.0) 

139.0 

(122.0‐164.0) 

Nutritional status 

a/c WHO 

reference curves 

and BMI 

  N=145  N=79  N=145  N=369 

  Moderate underweight, 

n (%) 

43 (29.7)  35 (44.3)  49 (33.8)  127 (34.4) 

  Normal, n (%)  101 (69.7)  42 (53.2)  95 (65.5)  238 (64.5) 

  Overweight, n (%)  1 (0.7)  2 (2.5)  1 (0.7)  4 (1.1) 

Nutritional status, 

MUAC (mm) 

  N=26  N=19  N=25  N=70 

  Range (min‐max) 

Mean (SD) 

Median (Q1‐Q3) 

160.0‐260.0 

217.0 (23.1) 

220.0  

(200.0‐230.0) 

165.0‐240.0 

200.1 (18.8) 

200.0  

(184.0‐220.0) 

168.0‐255.0 

208.2 (23.3) 

205.0  

(190.0‐225.0) 

160.0‐260.0 

209.3 (22.8) 

210.0  

(190.0‐223.0) 

Haemoglobin 

(g/dL) 

Range (Min‐Max) 

Mean (SD) 

Median (Q1‐Q3) 

5.0‐12.3 

8.0 (1.4) 

8.0 (6.9‐8.9) 

5.1‐19.7 

8.5 (2.2) 

8.1 (7.0‐9.6) 

5.1‐13.8 

8.1 (1.7) 

8.0 (6.7‐9.2) 

5.0‐19.7 

8.2 (1.7)  

8.0 (6.9‐9.1) 

WBCs (×103/μL)  Range (Min‐Max) 

Mean (SD) 

Median (Q1‐Q3) 

0.9‐9.1 

2.8 (1.3) 

2.6 (2.0‐3.4) 

1.0‐8.5 

2.4 (1.0) 

2.3 (1.6‐3.0) 

0.5‐6.4 

2.8 (1.2) 

2.6 (1.9‐3.5) 

0.5‐9.1 

2.7 (1.2) 

2.5 (1.9‐3.3) 

Platelets (×103/μL)  Range (Min‐Max) 

Mean (SD) 

Median (Q1‐Q3) 

19.0‐338.0 

118.8 (56.5) 

108.0 (73.0‐

154.0) 

45.0‐342.0 

113.9 (50.8) 

108.5 (83.0‐

134.0) 

26.0‐446.0 

120.8 (61.7) 

105.0 (80.0‐

147.0) 

19.0‐446.0 

118.5 (57.3) 

107.0 (79.0‐146.0) 

AST (U/L)  Range (Min‐Max) 

Mean (SD) 

Median (Q1‐Q3) 

6.0‐592.0 

79.9 (85.3) 

58.0 (40.0‐83.0) 

13.0‐118.0 

51.9 (26.0) 

45.5 (31.0‐68.0) 

10.0‐621.0 

89.8 (94.8) 

62.5 (38.0‐99.0) 

6.0‐621.0 

77.5 (81.6) 

56.0 (36.0‐87.0) 

ALT (U/L)  Range (Min‐Max) 

Mean (SD) 

Median (Q1‐Q3) 

0.8‐473.0 

40.1 (50.0) 

27.0 (18.0‐44.0) 

2.0‐105.0 

27.0 (18.9) 

22.0 (14.0‐40.0) 

6.0‐397.0 

46.7 (58.9) 

30.0 (18.0‐48.0) 

0.8‐473.0 

39.7 (49.4) 

27.0 (16.0‐45.0) 
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Table 2.2.1  (continued) 

Parameter  Statistics  Arm 1 

PM/MF 14D 

(n=171) 

Arm 2a 

PM/MF 28D 

(n=98) 

Arm 3 

SSG/PM 

(n=170) 

Overall 

(n=439) 

Creatinine (mg/dL)  Range (Min‐Max) 

Mean (SD) 

Median (Q1‐Q3) 

0.1‐1.5 

0.8 (0.3) 

0.8 (0.6‐1.0) 

0.3‐1.3 

0.9 (0.2) 

0.8 (0.7‐1.0) 

0.1‐1.4 

0.7 (0.3) 

0.7 (0.6‐0.9) 

0.1‐1.5 

0.8 (0.3) 

0.8 (0.6‐1.0) 

Albumin (g/L)  Range (Min‐Max) 

Mean (SD) 

Median (Q1‐Q3) 

1.5‐54.61 

27.4 (7.8) 

27.0 (23.0‐31.0) 

4.0‐53.2 

29.9 (9.5) 

28.4 (23.6‐35.4) 

9.0‐48.6 

26.8 (7.1) 

26.4 (22.2‐31.0) 

1.5‐54.6 

27.7 (8.0) 

27.0 (23.0‐31.8) 

Spleen size (cm)  Range (Min‐Max) 

Mean (SD) 

Median (Q1‐Q3) 

0.0‐22.0 

7.6 (4.1) 

7.0 (4.0‐10.0) 

0.0‐20.0 

8.8 (3.9) 

8.0 (6.0‐11.5) 

0.0‐24.0 

7.8 (4.5) 

7.0 (4.0‐11.0) 

0.0‐24.0 

7.9 (4.2) 

8.0 (5.0‐11.0) 

Liver size (cm)  Range (Min‐Max) 

Mean (SD) 

Median (Q1‐Q3) 

0.0‐7.0 

1.6 (2.0) 

0.0 (0.0‐4.0) 

0.0‐8.0 

1.0 (1.8) 

0.0 (0.0‐2.0) 

0.0‐10.0 

1.5 (2.1) 

0.0 (0.0‐3.0) 

0.0‐10.0 

1.4 (2.0) 

0.0 (0.0‐2.0) 

D = Day(s);  ITT =  Intention‐to‐treat; MF = Miltefosine; PM = Paromomycin; Q = Quartile; SD = Standard deviation; 

SSG = Sodium stibogluconate; Max = Maximum; Min = Minimum. aRecruitment into arm 2 was discontinued.  

 
 
Table 2.2.2  Primary efficacy outcome of definite cure with primary imputation by treatment arm.  

Analysis set  Statistics  Arm 1 
PM/MF 14D 

Arm 3 
SSG/PM 

mITTa  n  170  170 

  Number cured  155  156 

  Efficacy, %  91.2  91.8 
  Difference in efficacyb (97.5% CI)  0.6 (‐6.2; 7.4) 

PPc  n  162  169 

  Number cured  149  155 
  Efficacy, %  92.0  91.7 

  Difference in efficacyb (97.5% CI)  ‐0.3 (‐7.0; 6.5) 

CI=Confidence  interval;  D=Day(s);  MF=Miltefosine;  mITT=Modified  intention‐to‐treat;  PM=Paromomycin; 

PP=Per‐protocol;  SSG=Sodium  stibogluconate.  aPrimary  analysis.  bDifference  in  efficacy  from  SSG/PM,  i.e., 

efficacy of SSG/PM minus efficacy of PM/MF14D. cSensitivity analysis. 

 

3.2  Compliance 

Full (90‐110%) compliance to all treatments was >95% during hospitalization, and 90% 

(to MF) during home treatment in arm 2. 

3.3  Efficacy 

Definitive  cure  at  6 months  follow‐up was  achieved  in  155/170  (91.2%)  patients  in 

arm 1 and 156/170 (91.8%) in arm 3 in the mITT set. The resulting difference in efficacy 

was 0.6% (97.5% CI: ‐6.2; 7.4). Non‐inferiority was not demonstrated for a pre‐defined 

margin of 7%, as  the upper  limit of  the 97.5% CI of 7.4% exceeded  slightly  the non‐

inferiority margin of 7%. In the PP set, 149/162 (92.0%) patients in arm 1 and 155/169 
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(91.7%)  in arm 3 achieved definitive cure at 6 months follow‐up and PM/MF was non‐

inferior to SSG/PM (difference in efficacy = ‐0.3% [97.5% CI: ‐7.0; 6.5]) (Table 2.2.2).  

 

Efficacy was similar between the two arms by age group, although the study was not 

powered  for  subgroup  analysis. Definitive  cure was  achieved more  often  in patients 

4 to ≤12 years (94.1% and 95.2%  in arms 1 and 3, respectively) than  in patients >12 to 

50 years (86.8% and 86.2% in arms 1 and 3, respectively). 

 

Logistic regression analysis showed no statistically significant difference in the odds of 

treatment failure between arms 1 and 3 after adjusting for age, sex, and country (odds 

ratio of 1.04 [95%CI: 0.5; 2.3], p=0.926). Reasons for treatment failure requiring rescue 

medication were  relapse  (3.6%), AE  leading  to  treatment discontinuation  (1.1%), one 

case of initial failure and one case of PKDL with mucosal involvement. 

 

In  arm 2,  92/98  (93.9%)  of  patients  (97.5%  CI:  86.1;  98.1)  in  the mITT  set  achieved 

definite cure.  Initial cure at EOT was achieved  in 164/170 (96.5%) of patients  in arm 1 

and 159/166 (95.8%)  in arm 3  in the mITT set. The resulting difference  in efficacy was 

‐0.7% (97.5% CI: ‐5.4; 4.0); similar results were obtained in the PP set. 

3.4  PKDL 

28 patients presented PKDL after treatment, 5/170 (2.9%) in arm 1 and 23/170 (13.5%) 

in arm 3. All PKDL cases were reported in Sudan and Ethiopia, where the frequency of 

PKDL  in VL patients was significantly  lower  in arm 1  than  in arm 3  (5/114  (4.4%) and 

23/110 (20.9%), respectively, p=0.0002). 

3.5  Safety 

At least one TEAE occurred in in 54.6% of patients, mostly during the treatment period, 

with 52.4%, 64.3%, and 51.2% in arms 1, 2, and 3, respectively (Table 2.2.3). The most 

common  severe  or  life‐threatening  AEs  were  anaemia  (3.7%)  and  aspartate 

aminotransferase increased (2.5%). At least one ADR was reported in 30.6% of patients, 

the most common being MF‐related vomiting (13.5%),  injection site pain (10.3%), and 

PM‐related hypoacusis (5.0%) (Table 2.2.4). Although the frequency of ADRs was higher 

in  the  PM/MF  arms,  most  of  the  ADRs  were  mild  and  moderate  vomiting  events 

associated  with  MF,  and  only  one  patient  discontinued  treatment  due  to  severe 

vomiting.  ADRs  suggesting  SSG‐related  cardiac  toxicity  were  reported  in  6.5%  of 

patients  in the SSG/PM arm. CTCAE Grade ≥3 ADRs were reported  in 6.4% of patients, 

with 4.1% in arm 2, and 7.1% in both arms 1 and 3, the most common being increases 

in  aspartate  (2.5%)  and  alanine  aminotransferases  (0.7%),  and  electrocardiogram QT 

prolonged (0.7%) (Table 2.2.5). Non‐serious ADRs leading to treatment discontinuation 

were reported in 6 patients (1.4%). SAE occurred in 11 patients (2.5%), with 2.9%, 3.1%, 



Paromomycin and miltefosine combination as an alternative to treat patients with VL in Eastern Africa 

131 

2.2 

and  1.8%  in  arms  1,  2,  and  3,  respectively.  These  included  one  ADR  of  SSG‐related 

cardiotoxicity  and  3  cases  of  infections  that  led  to  death  in  4  patients  (0.9%).  Two 

patients  not  included  in  the  mITT  population  died  of  internal  abdominal  bleeding 

possibly due to complications from splenic aspiration before study drug administration. 

Serious ADRs of acute kidney  injury were reported  in one patient  in arm 1 and one  in 

arm 2,  related  to PM and MF, and MF,  respectively;  the patient  in arm 1 also had a 

serious ADR of bilateral deafness  related  to PM  that was ongoing  at  the  end of  the 

study (Table 2.2.4). 

 
Table 2.2.3  Summary of treatment emergent adverse events – mITT set. 

Description  Arm 1 

PM/MF 14D 

Arm 2 

PM/MF 28Da 

Arm 3 

SSG/PM 

Overall 

(n=170)  (n=98)  (n=170)  (n=438) 

Any treatment emergent AE  89 (52.4)  63 (64.3)  87 (51.2)  239 (54.6) 
Any at least severe TEAEb  26 (15.3)  14 (14.3)  18 (10.6)  58 (13.2) 

Any treatment emergent SAE  5 (2.9)  3 (3.1)  3 (1.8)  11 (2.5) 

Any TEAE leading to death  1 (0.6)  0 (0.0)  3 (1.8)  4 (0.9) 
Any TEAE leading to treatment discontinuation  4 (2.4)  0 (0.0)  2 (1.2)  6 (1.4) 

Any treatment emergent ADR  59 (34.7)  44 (44.9)  31 (18.2)  134 (30.6) 

Any at least severe treatment emergent ADRb  12 (7.1)  4 (4.1)  12 (7.1)  28 (6.4) 

Any treatment emergent serious ADR  1 (0.6)  1 (1.0)  1 (0.6)  3 (0.7) 
Any treatment emergent ADR leading to death  0 (0.0)  0 (0.0)  1 (0.6)  1 (0.2) 

Any treatment emergent ADR leading to 

treatment discontinuation 

4 (2.4)  0 (0.0)  2 (1.2)  6 (1.4) 

ADR = Adverse  drug  reaction;  CTCAE = Common  Terminology  Criteria  for  Adverse  Events;  D  =  Day(s); 

MF = Miltefosine;  mITT  =  Modified  intention‐to‐treat;  PM = Paromomycin;  SAE = Serious  adverse  event; 

SSG = Sodium stibogluconate; AE = adverse event. aRecruitment into Arm 2 was discontinued. bEvents with a 
severity classification as severe (CTCAE Grade 3), life‐threatening (CTCAE Grade 4), or death (CTCAE Grade 5). 

Data are presented as n (%) of patients with at least one event. 

 
Table 2.2.4  Summary of treatment emergent ADRs by treatment arm, by SOC and PT – mITT set. 

    Treatment Arm   

    PM/MF (14D)  PM/MF (28D)a  SSG/PM  Total 

System Organ Class      Preferred Term  n=170  n=98  n=170  n=438 

Any treatment 

emergent ADR 

  59 (34.7) [108]  44 (44.9) [77]  31 (18.2) [46]  134 (30.6) [231] 

Blood and lymphatic 

system disorders 

Neutropenia  0 (0.0) [0]  0 (0.0) [0]  1 (0.6) [1]  1 (0.2) [1] 

    0 (0.0) [0]  0 (0.0) [0]  1 (0.6) [1]  1 (0.2) [1] 

Cardiac disorders    0 (0.0) [0]  0 (0.0) [0]  4 (2.4) [4]  4 (0.9) [4] 

  Arrhythmia  0 (0.0) [0]  0 (0.0) [0]  3 (1.8) [3]  3 (0.7) [3] 

  Sinus arrhythmia  0 (0.0) [0]  0 (0.0) [0]  1 (0.6) [1]  1 (0.2) [1] 

Ear and labyrinth 

disorders 

  9 (5.3) [15]  11 (11.2) [17]  3 (1.8) [4]  23 (5.3) [36] 

  Hypoacusis  8 (4.7) [14]  11 (11.2) [17]  3 (1.8) [4]  22 (5.0) [35] 

  Deafness bilateral  1 (0.6) [1]  0 (0.0) [0]  0 (0.0) [0]  1 (0.2) [1] 
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Table 2.2.4  (continued) 

    Treatment Arm   

    PM/MF (14D)  PM/MF (28D)a  SSG/PM  Total 

System Organ Class      Preferred Term  n=170  n=98  n=170  n=438 

Gastrointestinal 

disorders 

  40 (23.5) [59]  26 (26.5) [37]  1 (0.6) [1]  67 (15.3) [97] 

  Vomiting  34 (20.0) [48]  25 (25.5) [35]  0 (0.0) [0]  59 (13.5) [83] 

  Gastritis  4 (2.4) [4]  1 (1.0) [1]  0 (0.0) [0]  5 (1.1) [5] 

  Abdominal pain  2 (1.2) [2]  1 (1.0) [1]  0 (0.0) [0]  3 (0.7) [3] 

  Dyspepsia  2 (1.2) [2]  0 (0.0) [0]  0 (0.0) [0]  2 (0.5) [2] 

  Nausea  1 (0.6) [1]  0 (0.0) [0]  0 (0.0) [0]  1 (0.2) [1] 

  Abdominal pain upper  1 (0.6) [1]  0 (0.0) [0]  0 (0.0) [0]  1 (0.2) [1] 

  Gastrointestinal 

inflammation 

1 (0.6) [1]  0 (0.0) [0]  0 (0.0) [0]  1 (0.2) [1] 

  Pancreatitis  0 (0.0) [0]  0 (0.0) [0]  1 (0.6) [1]  1 (0.2) [1] 

General disorders and 

administration site 

conditions 

  17 (10.0) [17]  14 (14.3) [14]  14 (8.2) [14]  45 (10.3) [45] 

  Injection site pain  17 (10.0) [17]  14 (14.3) [14]  14 (8.2) [14]  45 (10.3) [45] 

Hepatobiliary disorders    2 (1.2) [2]  0 (0.0) [0]  0 (0.0) [0]  2 (0.5) [2] 

  Hepatitis  1 (0.6) [1]  0 (0.0) [0]  0 (0.0) [0]  1 (0.2) [1] 

  Drug‐induced liver 

injury 

1 (0.6) [1]  0 (0.0) [0]  0 (0.0) [0]  1 (0.2) [1] 

Injury, poisoning and 

procedural 

complications 

Cardiotoxicity  0 (0.0) [0]  0 (0.0) [0]  1 (0.6) [1]  1 (0.2) [1] 

    0 (0.0) [0]  0 (0.0) [0]  1 (0.6) [1]  1 (0.2) [1] 

Investigations    11 (6.5) [12]  6 (6.1) [7]  16 (9.4) [20]  33 (7.5) [39] 

  Aspartate 

aminotransferase 

increased 

6 (3.5) [6]  1 (1.0) [1]  6 (3.5) [6]  13 (3.0) [13] 

  Blood creatinine 

increased 

4 (2.4) [4]  3 (3.1) [3]  3 (1.8) [3]  10 (2.3) [10] 

  Electrocardiogram QT 

prolonged 

0 (0.0) [0]  0 (0.0) [0]  6 (3.5) [7]  6 (1.4) [7] 

  Alanine 

aminotransferase 

increased 

0 (0.0) [0]  2 (2.0) [2]  2 (1.2) [2]  4 (0.9) [4] 

  Blood bilirubin 

increased 

1 (0.6) [1]  1 (1.0) [1]  1 (0.6) [1]  3 (0.7) [3] 

  Liver function test 

increased 

1 (0.6) [1]  0 (0.0) [0]  1 (0.6) [1]  2 (0.5) [2] 

Musculoskeletal and 

connective tissue 

disorders 

  0 (0.0) [0]  1 (1.0) [1]  0 (0.0) [0]  1 (0.2) [1] 

  Myalgia  0 (0.0) [0]  1 (1.0) [1]  0 (0.0) [0]  1 (0.2) [1] 

Renal and urinary 

disorders 

  3 (1.8) [3]  1 (1.0) [1]  1 (0.6) [1]  5 (1.1) [5] 

  Acute kidney injury  3 (1.8) [3]  1 (1.0) [1]  1 (0.6) [1]  5 (1.1) [5] 

ADR  =  Adverse  drug  reaction;  D  =  Day(s); MF  = Miltefosine;  mITT  = Modified  intention‐to‐treat;  PM  = 
Paromomycin;  PT = Preferred  term;  SOC = System  organ  class;  SSG = Sodium  stibogluconate.  aRecruitment 
into Arm  2 was discontinued. Note: data  are  presented  as n  (%)  of patients with  at  least one  event  and 
number [n] of events. 
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Table 2.2.5  Treatment emergent ADRs > CTCAE Grade 3 by SOC and PT– mITT set. 

System Organ Class 

Preferred Term 

Arm 1 

PM/MF 14D 

Arm 2 

PM/MF 28Db 

Arm 3 

SSG/PM 

Overall 

(n=170)  (n=98)  (n=170)  (n=438) 

Any at least severea treatment emergent ADR  12 (7.1) [13]  4 (4.1) [6]  12 (7.1) [13]  28 (6.4) [32] 

Investigations  8 (4.7) [8]  3 (3.1) [4]  10 (5.9) [10]  21 (4.8) [22] 

Aspartate aminotransferase increased  6 (3.5) [6]  1 (1.0) [1]  4 (2.4) [4]  11 (2.5) [11] 

Alanine aminotransferase increased  0 (0.0) [0]  2 (2.0) [2]  1 (0.6) [1]  3 (0.7) [3] 

Electrocardiogram QT prolonged  0 (0.0) [0]  0 (0.0) [0]  3 (1.8) [3]  3 (0.7) [3] 

Blood bilirubin increased  1 (0.6) [1]  0 (0.0) [0]  1 (0.6) [1]  2 (0.5) [2] 

Liver function test increased  1 (0.6) [1]  0 (0.0) [0]  1 (0.6) [1]  2 (0.5) [2] 

Blood creatinine increased  0 (0.0) [0]  1 (1.0) [1]  0 (0.0) [0]  1 (0.2) [1] 

Ear and labyrinth disorders  1 (0.6) [1]  1 (1.0) [1]  1 (0.6) [1]  3 (0.7) [3] 

Hypoacusis  0 (0.0) [0]  1 (1.0) [1]  1 (0.6) [1]  2 (0.5) [2] 

Deafness bilateral  1 (0.6) [1]  0 (0.0) [0]  0 (0.0) [0]  1 (0.2) [1] 

Hepatobiliary disorders  2 (1.2) [2]  0 (0.0) [0]  0 (0.0) [0]  2 (0.5) [2] 

Hepatitis  1 (0.6) [1]  0 (0.0) [0]  0 (0.0) [0]  1 (0.2) [1] 

Drug‐induced liver injury  1 (0.6) [1]  0 (0.0) [0]  0 (0.0) [0]  1 (0.2) [1] 

Renal and urinary disorders  1 (0.6) [1]  1 (1.0) [1]  0 (0.0) [0]  2 (0.5) [2] 

Acute kidney injury  1 (0.6) [1]  1 (1.0) [1]  0 (0.0) [0]  2 (0.5) [2] 

Blood and lymphatic system disorders  0 (0.0) [0]  0 (0.0) [0]  1 (0.6) [1]  1 (0.2) [1] 

Neutropenia  0 (0.0) [0]  0 (0.0) [0]  1 (0.6) [1]  1 (0.2) [1] 

Gastrointestinal disorders  1 (0.6) [1]  0 (0.0) [0]  0 (0.0) [0]  1 (0.2) [1] 

Vomiting  1 (0.6) [1]  0 (0.0) [0]  0 (0.0) [0]  1 (0.2) [1] 

Injury, poisoning and procedural complications  0 (0.0) [0]  0 (0.0) [0]  1 (0.6) [1]  1 (0.2) [1] 

Cardiotoxicity  0 (0.0) [0]  0 (0.0) [0]  1 (0.6) [1]  1 (0.2) [1] 

ADR = Adverse  drug  reaction;  CTCAE = Common  Terminology  Criteria  for  Adverse  Events;  D  =  Day(s); 

MF = Miltefosine; mITT = Modified intention‐to‐treat; PM = Paromomycin; PT = Preferred term; SOC = System 

organ  class; SSG = Sodium  stibogluconate.  aEvents with a  severity  classification as  severe  (CTCAE Grade 3), 
life‐threatening (CTCAE Grade 4), or death (CTCAE Grade 5); bRecruitment into Arm 2 was discontinued. Data 

are presented as n (%) of patients with at least one event and number [n] of events. 

 

3.6  Pharmacokinetics 

PM exposure  increased from D1 to D14, possibly due to decreased PM clearance over 

time13.  PM  AUC0‐24  appeared  higher  in  adolescents/adults  (aged  >12  years)  than  in 

children (≤12 years of age), while Cmax was similar. One patient had a 10‐fold higher PM 

exposure  on  D14,  probably  due  to  renal  failure  resulting  from  acute  kidney  injury, 

which  led  to  ototoxicity  and  bilateral  deafness.  Allometric  miltefosine  dosing  gave 

relatively  similar MF  exposures  in  children  and  adolescents/adults. Median  D28 MF 

concentrations  in  arm  2  and  achievement  of  the  pharmacokinetic  target  in  children 
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were higher  than previously  reported12. Detailed  results of PK analysis and modelling 

will be presented separately. 

4.  Discussion 

In  this  study, we  showed  that  a  PM/MF  combination  achieved  similar  cure  rates  at 
6 months  follow‐up  as  the  standard of  care  SSG/PM  in  adult  and paediatric patients 
with VL in Eastern Africa. Non‐inferiority was demonstrated in the per protocol set but 
was narrowly missed  in the mITT population. This  is the first time a new combination 
treatment  has  achieved  a  cure  rate  of  91%  in  Eastern  Africa,  exceeding  that  of MF 
monotherapy  (72%),  AmBisome®  and  SSG  (87%),  and  AmBisome®  and  MF  (77%) 
combination  therapies  in  the  LEAP 0208  trial14. As  expected,  definitive  cure  rates  as 
high as 99%, as for PM/MF in India11,15, were not achieved, probably due to differences 
in parasite susceptibility and higher genetic diversity of the African parasite population, 
or  host  factors  such  as  immunological  response16,  since  drug  exposure  appeared 
adequate.  
 
In our study, MF exposure in children ≤12 years was similar to that in adults, confirming 
the LEAP 0714 trial conclusion that allometric MF dosing  is more suitable for children, 
and leads to a satisfactorily high cure rate7,8.  
 
Changes made to allow inclusion of a population more representative of VL patients in 
Eastern Africa (exclusion criterion modified from BMI to MUAC for Ethiopia, change  in 
the  laboratory abnormalities criterion) proved appropriate, as  there was no apparent 
difference in efficacy before and after the protocol amendment. 
 
The  higher  proportion  of  ADR  in  arms  1  and  2  can  mostly  be  attributed  to  MF 
intolerability,  however,  6.5%  of  patients  receiving  SSG/PM  experienced  SSG‐related 
cardiotoxicity, including 1 patient with a fatal cardiac TESAE. PM/MF was generally well 
tolerated, with ADRs as expected given the drug safety profiles17. MF‐related vomiting 
was usually a single episode, with only one patient discontinuing treatment. A patient 
with  a  TESAE  of  acute  kidney  injury  had  considerably  increased  PM  plasma  levels, 
hypothesized  to have  contributed  to a  subsequent  serious ADR of bilateral deafness. 
This  exceptional  and  unfortunate  case  shows  the  importance  of  monitoring  renal 
function during treatment with PM.  
 
PM/MF  is more  patient‐friendly  than  SSG/PM with  one  less  injection  per  day  and  a 
three days shorter treatment and hospitalization duration. This is particularly important 
since most VL patients  are  children. Additionally,  this  alternative  treatment  removes 
the risk of SSG‐associated life‐threatening cardiotoxicity.  
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The  frequency of PKDL  in patients  from Ethiopia and Sudan was significantly  lower  in 
the PM/MF arm (4.4%) than the SSG/PM arm (20.9%); PM/MF would thus support VL 
control programs by reducing potential transmission reservoirs. 
 
SSG/PM  efficacy  in  this  trial  was  91.8%,  similar  to  that  previously  described10. 
Nevertheless, a retrospective analysis of SSG/PM efficacy  in MSF routine treatment  in 
South Sudan (2001‐2018) indicates a trend of increased relapse rates, not explained by 
changes  in patient  characteristics,  compliance  to  treatment or other  factors  [Naylor‐
Leyland  et  al,  2022,  submitted].  A  prospective  study  will  be  performed  to  better 
characterize  response  to  treatment  in South Sudan. A potential  reduction  in SSG/PM 
treatment effectiveness is another reason to bring alternative combination treatments 
to Eastern Africa.  
 
The preponderance of male patients  in this trial  is consistent with the particularly  low 
proportion  of women  of  childbearing  potential  (10% to 19%)  amongst VL  patients  in 
Eastern  Africa2.  The  requirement  for  a  pregnancy  test  and  contraception  during 
treatment and  for 5 months afterwards probably contributed to the very  low number 
of  adolescent  and  adult  female  patients  participating  in  the  study,  and  is  an  access 
barrier  for  this  population,  especially  in  Sudan  and  the West  Pokot  region.  Possible 
strategies  to minimize  this  barrier  should  be  sought  through  qualitative  research  in 
reproductive  health.  In  addition,  access  plans  in  endemic  countries  may  include 
collection  of  effectiveness  and  safety  information  within  routine  VL  care  for  this 
population and the elderly. 
 
Life‐threatening  haemorrhage  is  a  well‐known  complication  of  splenic  aspiration, 
occurring in about 0.1% of individuals [3]. The two deaths associated to this procedure 
during screening highlights the need to validate and replace current methods with non‐
invasive parasitological diagnostics and tests of cure for VL. 
 

In  conclusion,  our  results  demonstrate  that  a  14‐day  PM/MF  regimen  for  VL  has  a 

similar efficacy  to  the  standard of care  for patients  in Eastern Africa. This alternative 

treatment  regimen  is associated with a  lower  frequency of PKDL, has no  risk of SSG‐

associated  life‐threating  cardiotoxicity,  and  is more  patient‐friendly.  For  the  longer 

term,  a  pipeline  of  new  chemical  entities  aims  to  deliver  oral  treatments  that  will 

respond to patients’ needs as highlighted in the WHO NTD Roadmap18. 
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 FEMALE

HT (cm) 80‐89 90‐99 100‐109 110‐119 120‐129 130‐139 140‐149 150‐159 160

WT (kg)

7

8 30

9 30 RISK OF SEVERE MALNUTRITION
10 30 40 REFER TO THE WHO REFERENCE CURVES

11 40 40 40

12 40 40 40

13 40 40 40

14 40 40 40 50

15 40 40 50 50

16 40 50 50 50

17 40 50 50 50 50

18 50 50 50 50 60

19 50 50 50 60 60

20 50 50 50 60 60 60

21 50 50 60 60 60 60

22 50 50 60 60 60 60

23 50 50 60 60 60 70 70

24 50 50 60 60 60 70 70

25 50 60 60 60 70 70 70

26 50 60 60 60 70 70 70 70

27 50 60 60 70 70 70 70 80

28 50 60 60 70 70 70 80 80

29 50 60 60 70 70 70 80 80

30 50 60 60 70 70 80 80 80 80
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Figure S2.2.1 Daily allometric miltefosine dose for female (1A) and male (1B) children based on fat‐free mass. 

 

 
Table S2.2.1  Primary  efficacy  outcome  of  definite  cure  with  primary  imputation  by  treatment  arm  for 

completers. 

Analysis set  Statistics  Arm 1 
PM/MF 14D 

Arm 3 
SSG/PM 

Completers1  n  168  168 

  Number cured  154  155 

  Efficacy, %  91.7  92.3 
  Difference in efficacy2 (97.5% CI)  0.6 (‐6.1; 7.2) 

CI=Confidence  interval;  D=Day(s);  MF=Miltefosine;  mITT=Modified  intention‐to‐treat;  PM=Paromomycin; 

PP=Per‐protocol; SSG=Sodium stibogluconate. 1Sensitivity analysis. 2Difference  in efficacy from SSG/PM,  i.e., 
efficacy of SSG/PM minus efficacy of PM/MF14D. 

 MALE

HT (cm) 80‐89 90‐99 100‐109 110‐119 120‐129 130‐139 140‐149 150‐159 160

WT (kg)

7

8 40

9 40 RISK OF SEVERE MALNUTRITION
10 40 40 REFER TO THE WHO REFERENCE CURVES

11 40 40

12 40 50

13 50 50 50

14 50 50 50

15 50 50 60 60

16 50 50 60 60

17 50 60 60 60

18 50 60 60 60 70

19 50 60 60 70 70

20 50 60 60 70 70

21 60 60 60 70 70 70

22 60 60 70 70 70 80

23 60 60 70 70 80 80

24 60 60 70 70 80 80 80

25 60 60 70 70 80 80 80

26 60 70 70 80 80 80 100

27 60 70 70 80 80 80 100

28 60 70 70 80 80 100 100 100

29 60 70 70 80 80 100 100 100

30 60 70 80 80 100 100 100 100
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Table S2.2.2  Clinical symptoms and signs of VL at baseline by treatment arm and overall – ITT set. 

  Arm 1 

PM/MF 14D 

Arm 2 

PM/MF 28Da 

Arm 3 

SSG/PM 

Overall 

(n=171)  (n=98)  (n=170)  (n=439) 

Clinical symptoms         
Fever, n (%)  170 (99.4)  96 (98.0)  170 (100.0)  436 (99.3) 

Weight loss, n (%)  135 (78.9)  91 (92.9)  128 (75.3)  354 (80.6) 

Loss of appetite, n (%)  115 (67.3)  67 (68.4)  118 (69.4)  300 (68.3) 
Abdominal swelling, n (%)  82 (48.0)  69 (70.4)  91 (53.5)  242 (55.1) 

Coughing, n (%)  57 (33.3)  37 (37.8)  70 (41.2)  164 (37.4) 

Epistaxis, n (%)  22 (12.9)  22 (22.4)  22 (12.9)  66 (15.0) 
Diarrhea, n (%)  7 (4.1)  7 (7.1)  4 (2.4)  18 (4.1) 

Other bleeding signs, n (%)  0 (0.0)  0 (0.0)  3 (1.8)  3 (0.7) 

Clinical signs         
Mucosal pallor, n (%)  125 (73.1)  66 (67.3)  127 (74.7)  318 (72.4) 

Inguinal lymphadenopathy, n (%)  80 (46.8)  31 (31.6)  77 (45.3)  188 (42.8) 

Other signs, n (%)  113 (66.1)  63 (64.3)  117 (68.8)  293 (66.7) 
Splenomegaly, n (%)  62 (36.3)  45 (45.9)  68 (40.0)  175 (39.9) 

Hepatosplenomegaly, n (%)  35 (20.5)  11 (11.2)  37 (21.8)  83 (18.9) 

Hepatomegaly, n (%)  6 (3.5)  3 (3.1)  5 (2.9)  14 (3.2) 
Muscle wasting, n (%)  3 (1.8)  8 (8.2)  3 (1.8)  14 (3.2) 

Edema, n (%)  1 (0.6)  1 (1.0)  2 (1.2)  4 (0.9) 

Cervical lymphadenopathy, n (%)  2 (1.2)  1 (1.0)  0 (0.0)  3 (0.7) 
Axillary lymphadenopathy, n (%)  1 (0.6)  0 (0.0)  1 (0.6)  2 (0.5) 

Jaundice, n (%)  0 (0.0)  0 (0.0)  1 (0.6)  1 (0.2) 

D  = Day(s);  ITT  =  Intention‐to‐treat; MF  = Miltefosine; PM  = Paromomycin;  SSG  =  Sodium  stibogluconate. 
aRecruitment into Arm 2 was discontinued.  
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Supplementary Text 2.2.1. Additional information 

Revision of exclusion criteria 

Since  30‐40%  of  patients  in  Ethiopia were  excluded  due  to  severe malnutrition,  an 

Ethiopia‐specific  amendment  was  implemented  to  modify  the  indicator  for  severe 

malnutrition  from  body  mass  index  to  mid‐upper  arm  circumference.  Individual 

laboratory parameters (white blood cells, platelets, ALT/AST, bilirubin and creatinine) in 

the exclusion criteria were replaced by one criteria involving investigator judgement for 

liposomal  amphotericin  B  (LAmB)  therapy  based  on  the  severity  of  the  clinical 

manifestations of the disease and laboratory parameters.  

Exhaustive list of inclusion and exclusion criteria 

Patients had to meet all of the following  inclusion criteria to be eligible for enrolment 

into the study: 

 Clinical  signs  and  symptoms  of  visceral  leishmaniasis  (VL)  and  confirmatory 

parasitological microscopic diagnosis 

 Aged 4 to ≤50 years and able to comply with the study protocol 

 Provided written informed consent (if aged 18 years and over) or signed by parents 

or  legal guardian for patients under 18 years of age. In the case of minors, assent 

from  the  children  also  had  to  be  obtained  as  per  each  country’s  regulatory 

requirements. 

 

The presence of any of the following excluded a patient from study enrolment: 

 Relapse  

 Para‐kala‐azar dermal leishmaniasis Grade 3 

 Any anti‐leishmanial drugs in the last 6 months 

 Severe malnutrition (for children aged <5 years: weight‐for‐height WHO reference 

curves by sex z‐score <‐3; for patients aged 5 to 18 years: body mass index [BMI]‐

for‐age WHO reference curves by sex z‐score <‐3; for adults >18 years: BMI <16). 

For  Ethiopia  only,  patients with  severe malnutrition  (for  patients  aged  4  to  18 

years: mid‐upper  arm  circumference  (MUAC)  cut‐off  based  on MUAC‐for‐height 

reference table; for patients >18 years: MUAC <170mm) 

 Positive HIV diagnosis 

 Previous history of hypersensitivity reaction or known drug class allergy to any of 

the study treatment 

 Previous  history  of  cardiac  arrhythmia  or  with  a  clinically  significant  abnormal 

electrocardiogram  

 Concomitant  severe  infection  such  as  tuberculosis,  schistosomiasis, or  any other 

serious underlying disease (e.g., cardiac, renal, hepatic) or chronic condition which 

would preclude evaluation of the patient’s response to study medication 
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 Pregnant or lactating women 

 Female patients of  childbearing age who do not agree  to have a pregnancy  test 

done  at  screening  and/or  who  do  not  agree  to  use  contraception  from  the 

treatment period until 5 months after the end of treatment (EOT) 

 Haemoglobin <5g/dL 

 Severe  VL  according  to  Investigator’s  judgement,  requiring  an  indication  for 

liposomal  amphotericin  B  (LAmB)  therapy  based  on  the  clinical  manifestations 

(such as  jaundice, bleeding, oedema) and clinically significant abnormalities  in the 

following laboratory parameters: haemoglobin, white blood cells (WBCs), platelets, 

liver enzymes (ALT and AST), total bilirubin, and creatinine 

 Pre‐existing hearing loss based on audiometry at baseline 

 Unable  to comply with  the planned scheduled visits and procedures of  the study 

protocol. 

Rescue treatment 

If treatment had to be interrupted for >72 hours due to an adverse event (AE) related 

to miltefosine  (MF), or  if  treatment had  to be  interrupted permanently due  to an AE 

related to PM or sodium stibogluconate (SSG), rescue treatment had to be considered. 

In case of  treatment  failure or  intolerability  (when  treatment had  to be permanently 

interrupted),  rescue  treatment was  provided  to  the  patient  at  the  discretion  of  the 

study physician/Investigator and based on the national VL treatment guidelines.  

 

For patients  in Arms 1  and 2,  rescue  treatment was planned  to be  SSG/PM  (SSG 20 

mg/kg/day IV/IM QD, PM 15 mg/kg/day IM QD, for 17days) or LAmB at multiple doses 

(3  to  5mg/kg/day  IV  QD  for  6  to  10  days,  up  to  30mg/kg  total  dose)  according  to 

national treatment guidelines in each country. In Arm 3, rescue treatment was planned 

to be LAmB at multiple doses (3 to 5mg/kg/day IV QD for 6 to 10days, up to 30mg/kg 

total dose). 

 

Patients were to be given rescue treatment if they had: 

 Failed to respond to PM/MF treatment or to SSG/PM reference treatment within 

the treatment period (lack of improvement or worsening of the clinical signs and 

symptoms of VL) 

 Failed to respond to PM/MF treatment or to SSG/PM reference treatment at the 

EOT assessments (Day 28). This was to be reflected by positive parasitological 

assessment and/or lack of improvement or worsening of the clinical signs and 

symptoms of VL 

 Failed to tolerate study treatment/occurrence of AE(s) during receipt of study 

treatment that required permanent treatment interruption, and rescue treatment 

was indicated by the Investigator 
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 Relapsed, i.e., experienced recurrence of symptoms, signs, and presence of 

parasites after EOT (Day 28) during the follow‐up 

 Developed severe post‐kala‐azar dermal leishmaniasis (PKDL) that necessitated 

rescue treatment  

Intensive pharmacokinetics sampling  

PM  pharmacokinetics  (PK)  assessments was  performed  only  in  the  intensive  cohort 

(subset of patients in MF/PM combination arms) at Screening, Day 1, and Day 14.  

PK samples  for PM on D1 and D14 were collected at 0, 1, 2, 4, 8, and 24 hours post‐

dose.  

In order  to minimize blood volume collected, each patient was randomly allocated  to 

one of the following sparse PK sampling schedules:  

D1: either 1, 2, 4, and 24h or 1, 2, 8, and 24h. 

D14 (arm 1 and 2): either 0, 1, 2, 4, and 24h or 0, 1, 2, 8, and 24h. 

PK  samples  for MF  on  D1  and  D14  were  collected  at  the  same  time  points  as  PK 

samples  for PM at 0, 1, 2, 4, 8 and 24h  (according  to  the sparse sampling scheme  to 

which the patient was allocated).  

Measurement of compliance 

For arms 1 and 2,  in‐patient administration of MF was directly observed; compliance 

was  expected  to  be  100%,  unless  the  patient  vomited  and  could  not  tolerate  re‐

administration. SSG and PM were administered by  study  staff. During  the 14 days of 

outpatient treatment for patients  in arm 2, compliance was assessed by collecting the 

empty blisters at the Day 28 visit and checking for any unused drug.  

Compliance was  assessed  as  the  relationship  between  overall  administered  dose  of 

study  drug  in  relation  to  the  expected  overall  dose  to  be  administered  over  the 

treatment period.  Compliance was further assessed through cross‐checks with PK data. 

Full compliance was assumed if 90‐110% of the prescribed dose were administered.  
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Abstract 

Introduction:  To  improve  visceral  leishmaniasis  treatment  in  Eastern  Africa,  14‐  and  28‐day 

combination regimens of paromomycin plus allometrically dosed miltefosine were evaluated. As 

the majority of patients affected by VL are children, adequate pediatric exposure to miltefosine 

and paromomycin is key to ensure good treatment response.  

Methods: Pharmacokinetic data was collected in a multi‐center randomized controlled trial in VL 

patients from Kenya, Sudan, Ethiopia and Uganda. Patients received paromomycin (20 mg/kg/day 

for  14  days)  plus miltefosine  (allometric  dose  for  14  or  28  days).  Population  pharmacokinetic 

models  were  developed.  Adequacy  of  exposure  and  target  attainment  of  paromomycin  and 

miltefosine was evaluated in children and adults.  

Results: Data from 265 patients (59% ≤12 years) were available for this pharmacokinetic analysis. 

Paromomycin  exposure  was  lower  in  pediatrics  compared  to  adults  (median  (IQR)  end‐of‐

treatment AUC0‐24h 187 (162‐203) and 242 (217‐328) µg∙h/mL, respectively), but were both within 

the  inter‐quartile  range of end of  treatment exposure  in Kenyan  and  Sudanese  adult patients 

from  a  previous  study.  Cumulative  miltefosine  end‐of‐treatment  exposure  in  pediatrics  and 

adults (AUCd0‐28 517 (464‐552) and 524 (456‐567) µg∙day/mL, respectively) and target attainment 

(time above the in vitro susceptibility value EC90 27 (25‐28) and 30 (28‐32) days, respectively) was 

comparable to previously observed values in adults.  

Conclusion:  Paromomycin  and  miltefosine  exposure  in  this  new  combination  regimen 

corresponded  to  the  desirable  levels  of  exposure.  Moreover,  the  lack  of  a  clear  exposure‐

response and exposure‐toxicity relationship indicated adequate exposure within the therapeutic 

range in the studied population, including pediatrics.  

 

 



Population pharmacokinetics of a combination of miltefosine and paromomycin in Eastern African VL patients 

147 

2.3 

1.  Introduction 

Visceral  leishmaniasis  (VL),  a  potentially  fatal  disease  caused  by  the  Leishmania 

parasite, is endemic in Eastern Africa1, where effective, safe, and affordable treatments 

are still lacking. Children are the mainstay of the population affected by VL, particularly 

in Eastern Africa, a vulnerable and often malnourished population that has higher risk 

of  failure  to  VL  treatment.  Paromomycin  and  miltefosine  are  favorable  treatment 

options because of their relatively good safety profile and suitability for use in remote 

areas. However,  earlier  studies with paromomycin or miltefosine monotherapy, or  a 

combination with other drugs,  resulted  in unsatisfactory  efficacy  in Africa, with high 

geographical variability2‐5. A combination therapy of miltefosine and paromomycin was 

shown  to  be  highly  effective  in  Asia  (96.9‐98.7%  cure  rate)6.  In  Eastern  Africa,  an 

adapted  14‐day  regimen  of  paromomycin  (20  mg/kg/day)  plus  miltefosine  (BID 

allometric dose) was recently shown to exhibit a satisfactory cure rate of 91.2%7. This 

regimen  is favorable over the current first line therapy (a 17‐day combination therapy 

of sodium stibogluconate plus paromomycin), as it requires 3 days less hospitalization, 

and  reduces  one  daily  painful  injection  or  avoids  IV  drug  administrations.  More 

importantly, this will be the first combination therapy for VL  in Eastern Africa without 

an antimonial drug component,  reducing  the  risk of  fatal  toxicities such as antimony‐

associated cardiotoxicity and pancreatitis.  
 

Pharmacokinetic  studies  have  been  performed  to  evaluate  whether  the  lower 

treatment  response  to  paromomycin  and  miltefosine  in  Africa  was  caused  by 

underexposure  to  the  drugs  and whether  dose  adaptations would  be warranted  for 

Eastern African patients. A previous pharmacokinetic study of paromomycin in Eastern 

African  and  Indian  VL  patients  revealed  important  geographical  differences  in 

paromomycin  exposure,  although drug  efficacy  could not be  linked  to differences  in 

drug  exposure8. While  in  India  a paromomycin dose of  15 mg/kg/day  for  21 days  is 

effective, an adapted regimen of 20 mg/kg/day for 21 days  in Eastern Africa has been 

used7,9,  suggesting  a  different  exposure‐response  relationship  between  the 

populations.  Miltefosine  monotherapy  treatment  failure  using  the  conventional 

miltefosine mg/kg dosing regimen for 28 days in Kenya and Sudan has been associated 

with  low  drug  exposure  in  pediatrics3,10.  The  time  above  the  in  vitro  intracellular 

susceptibility  of  90% maximal  effective  concentration  of miltefosine  (EC90)  has  been 

identified  as  a  predictor  for VL  relapse  in  Eastern  African VL  patients10.  An  adapted 

allometric miltefosine dose for 28 days  in pediatrics  led to  increased and  less variable 

exposure, with adequate exposure, pharmacokinetic target attainment and satisfactory 

efficacy of 90%, equivalent to adults11.  
 

Whereas  underexposure  to  the  drugs  can  lead  to  poor  treatment  efficacy, 

overexposure  could  lead  to  drug‐induced  complications,  such  as  liver  toxicity 

(miltefosine), renal toxicity or ototoxicity (paromomycin). For miltefosine, an exposure‐
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response  relationship  has  clearly  been  demonstrated3,10.  An  exposure‐response 

relationship of paromomycin has not been demonstrated, however,  the  initial  lack of 

paromomycin  efficacy  appears  to  be  exposure‐driven,  as  a  dose  increase  from 

15 mg/kg to 20 mg/kg led to improved efficacy5,12. Although paromomycin efficacy did 

not appear to differ between adults and children5, paromomycin exposure  in children 

and adults has not been compared so far. As the majority of patients affected by VL are 

children, adequate and  similar exposure  to miltefosine and paromomycin  in  children 

compared  to  adults  is  key  to  ensure  good  treatment  response  in  the  whole  VL 

population.  Therefore,  we  aimed  to  evaluate  target  attainment  and  adequacy  of 

exposure  of  the  adapted  miltefosine  plus  paromomycin  combination  treatment 

regimens  in  Eastern  African  children  and  adults  with  VL  using  a  population 

pharmacokinetic  approach,  in  addition  to  exploring  exposure‐efficacy/toxicity 

relationships. 

2.  Methods 

2.1   Study design and patients 

Pharmacokinetic  data  were  collected  in  patients  from  an  open  label,  Phase  III, 

randomized controlled multicenter non‐inferiority trial in VL patients in Eastern Africa7 

(NCT03129646).  Patients  in  the  investigational  arms  received  a  combination  of 

paromomycin  for 14 days plus miltefosine  for 14 days  (PM+MF14D) or paromomycin 

for  14  days  plus miltefosine  for  28  days  (PM+MF28D).  The  study was  conducted  at 

seven clinical trial sites, with pharmacokinetic data available  from six sites: Kacheliba, 

Kenya;  Amudat,  Uganda;  Doka  and  Um  El  Kher  in  Sudan;  Gondar  and  Abdurafi  in 

Ethiopia. Patients aged 4 to ≤50 years with VL symptoms and parasitological diagnosis 

were  included.  Patients were  excluded when  they  had  relapse,  severe malnutrition, 

severe VL, positive HIV diagnosis or concomitant severe infection, or were women with 

childbearing  potential  unwilling  to  use  contraception. Other  inclusion  and  exclusion 

criteria  have  been  described  previously7.  Ethical  approval  was  obtained  from 

independent ethics  committees  in Sudan, Kenya, Uganda, and Ethiopia and  from  the 

Médecins  Sans  Frontières’  Ethics  Review Board.  Informed  consent was  obtained  per 

regulatory requirements in each country. 

2.2  Study medication 

Paromomycin  (Gland  Pharma,  India)  and  miltefosine  (Paladin  labs  and  Knight 

Therapeutics  Inc.) were administered simultaneously, both starting at Day 1. Patients 

received a once‐daily  intramuscular  injection of 20 mg/kg/day paromomycin sulphate 

(equivalent to 15 mg/kg/day paromomycin base)  for 14 days and oral miltefosine BID 

for  14  days  (PM+MF14D)  or  28  days  (PM+MF28D).  Children  <30  kg  received  an 
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allometric dosing of miltefosine based on sex, weight and height (Supplementary Figure 

S2.3.1), patients ≥30 kg to <45 kg received 100 mg/day, and patients ≥45 kg received 

150 mg/day.  When  patients  vomited  within  30  minutes  after  miltefosine 

administration, they received a miltefosine re‐dose. 

2.3  Sample collection and bioanalysis 

Miltefosine plasma concentrations were measured  in patients at Day 14  (PM+MF14D 

arm  only),  Day  28  and  Day  56  (PM+MF14D  and  PM+MF28D).  More  intensive 

pharmacokinetic sampling  for both paromomycin and miltefosine was performed  in a 

subset of patients  from Kenya and Sudan who consent to participate  to  the  intensive 

sampling cohort, with EDTA blood plasma samples collected at 0, 1, 2, 4, and 24h, or at 

0, 1, 2, 8, and 24h at Day 1 and Day 14. Paromomycin and miltefosine were analyzed 

using  FDA/EMA  validated  liquid  chromatography‐tandem  mass  spectrometry  (LC‐

MS/MS)  bioanalytical  assays13,14.  The  lower  limit  of  quantification  was  5  ng/mL  for 

paromomycin and 4 ng/mL for miltefosine. 

2.4  Population pharmacokinetic analysis 

A  population  approach was  applied  to model  paromomycin  and miltefosine  plasma 

concentrations,  using  the  nonlinear  mixed  effects  modelling  software  NONMEM 

(version 7.5, ICON Development Solutions, USA). Data management, model evaluation 

and graphical analysis were performed using R  (version 4.1.2), Perl‐speaks‐NONMEM 

(PsN,  version  5.2.6),  and  the  graphical  interface  Pirana  (version  3.0.0).  Model 

development was  initiated based on previously published population pharmacokinetic 

models of paromomycin and miltefosine in (pediatric) Eastern African VL patients8,15. 

Model development was carried out in four consecutive steps: 1) Re‐evaluation of the 

initial  structural model,  2)  re‐evaluation  of  the  initial  stochastic model,  3)  selected 

covariate analysis, and 4) model evaluation. In the paromomycin structural model, the 

presence  of  a  second  compartment  was  evaluated,  as  well  as  a  decrease  in 

paromomycin  clearance  after  start  of  treatment,  as  described  previously8.  In  the 

paromomycin  structural  model,  relative  bioavailability  was  fixed  to  1.17,  for 

comparability to previously obtained parameter estimates from Sudanese and Kenyan 

patients8. In the miltefosine structural model, the presence of a lower bioavailability at 

start  of  treatment  and  stagnation  in  miltefosine  accumulation  associated  with 

increased cumulative dose was evaluated, as described previously15.  In  the stochastic 

models, between‐subject  variability  (BSV) on  all parameters was  evaluated,  and was 

implemented  assuming  a  log‐normal  distribution  (eq.  1).  Residual  variability  was 

implemented using a proportional error model (eq. 2). 
  

Eq. 1 
 

Eq. 2 
 

𝑃𝑖 𝑃𝑝𝑜𝑝 ∗  𝑒ƞ𝑖  

𝑌𝑖 ,𝑗 𝐶𝑖 ,𝑗 ∗ 1  𝜀  
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where Pi is the individual parameter estimate for an individual i, Ppop is the population 

estimate for a parameter, and ƞi the BSV of the ith individual, assumed to be distributed 

N  (0, ω2). Yi,j  is  the observed concentration and Ci,j  is  the predicted concentration  for 

observation j of individual i, and ɛ is the residual error, distributed N (0, σ2). 

2.5  Covariate analysis 

Body  weight  was  maintained  as  a  covariate  in  the  paromomycin  and  miltefosine 

models, with  fixed  allometric  exponents  of  0.75  for  clearance,  and  1  for  volume  of 

distribution. Selection of other  covariates was based on physiological plausibility and 

graphical inspection of covariate‐parameter relationships, and were tested univariately 

in the model. eGFR unadjusted to typical body surface area (BSA) (16), here referred to 

as  absolute  eGFR  (eGRFabs)  (eq.3), was  evaluated  on  paromomycin  clearance,  as  the 

drug is mainly cleared renally17.  
 

Eq. 3 

 

Specific  formulas  to  estimate GFR  in  African  or  other malnourished  populations  are 

lacking18. For adults, the Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration (CKD‐EPI) 

formula19  without  the  adjustment  for  ethnicity  was  previously  suggested  for  this 

population14, which  was  used  here  for  adults  and  adolescents  >14  years  old20.  For 

children  ≤14  years  old,  the  Schwartz  formula  was  used  as  previously  suggested21. 

Clearance was also evaluated as a fraction of eGFRabs, where renal clearance is assumed 

to be the only route of elimination, or in combination with a nonrenal clearance route. 

Furthermore,  neutropenia  has  been  associated  with  an  increased  clearance  and 

sometimes  increased  volume  of  distribution  of  several  aminoglycosides22,23,  and 

therefore  an  inverse  correlation  between  serum  neutrophils  and  paromomycin 

clearance  and  volume of distribution was evaluated.  Likewise,  an  inverse  correlation 

between  serum  albumin  and paromomycin  volume of distribution was  evaluated,  as 

this has been observed in patients with hematological malignancies treated with other 

aminoglycosides24‐27. After the inclusion of the above‐mentioned covariates, a potential 

remaining  population  difference  between  countries was  evaluated  on  paromomycin 

bioavailability,  absorption  rate,  volume  of  distribution  and  clearance.  Time  was 

evaluated on paromomycin clearance  to  investigate a change  in clearance over  time, 

not explained by the included covariates. 

 

A decrease  in miltefosine bioavailability at  the start of  treatment might be  related  to 

disease severity and/or malnutrition, as patients are severely  ill, often combined with 

anemia,  leukopenia  and malnourishment,  when  they  start  VL  treatment.  Evaluated 

covariates  that might  represent disease  severity  included  the  number  of  Leishmania 

parasites  in either  spleen, bone marrow or  lymph nodes  (expressed by a microscopy 

score ranging from 0 to 6) at start of treatment, serum albumin, neutrophil  levels and 

 𝑒𝐺𝐹𝑅𝑎𝑏𝑠  
𝑒𝐺𝐹𝑅
1.73

 ∗ 𝐵𝑆𝐴 
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total white  blood  cell  levels,  and  covariates  representing  nutritional  status  included 

BMI  for patients  from  19  years old,  and height‐for‐age  and BMI‐for‐age  Z‐scores  for 

patients up  to 19 years old. Malnutrition Z‐scores were derived using  the R package 

“zscorer”, based on the WHO Child Growth Standards.  

Continuous  covariates were  normalized  to  the median  value  in  the  population  and 

included using a linear relationship (Eq. 4). 
 

Eq. 4 
 
where PTV  is  the  typical parameter  value at  covariate  value Covi,t,Ppop  the population 

estimate of  this parameter, Covi,t  the covariate value  for  individual  i at  time  t, Covmed 

the median covariate value  in  the population, and  l the slope  factor. Exponential and 

power  functions  were  also  evaluated.  Categorical  covariates  were  tested  as 

proportional changes relative to the reference category. 

2.6  Model selection and evaluation 

Model selection was based on scientific plausibility, minimum objective function value 

(OFV), goodness‐of‐fit (GoF) plots, and precision of parameter estimates. A significance 

level  of  P<0.01  in  a  likelihood  ratio  test  was  considered  statistically  significant. 

Predictiveness  of  the  final models was  evaluated  by  a  visual  predictive  check  (VPC), 

stratified  per  treatment  arm.  Precision  in  parameter  estimates  was  obtained  by 

sampling importance resampling (SIR)28. 

2.7  Exposure and target attainment  

Paromomycin  exposure  in  children  and  adults was  derived  using  the  final  individual 

maximum  a  priori  Bayesian  pharmacokinetic  model  estimates  (obtained  by  the 

POSTHOC option in NONMEM), expressed by the area under the plasma concentration‐

time curve (AUC) for 24 hours determined on Day 1 (AUC0‐24,d1) and Day 14 (AUC0‐24,d14). 

Paromomycin exposure was  compared  to previously  reported AUCs on Day 21  in VL 

patients from Kenya and Sudan, in which the majority of patients were adults, receiving 

paromomycin monotherapy  (20 mg/kg/day)  for  21  days8. Miltefosine  exposure was 

represented by the AUC from Day 1 until Day 7, Day 21, and Day 210 (AUCd0‐7, AUCd0‐21, 

AUCd0‐210, respectively), and the time that the miltefosine concentration was over the in 

vitro  susceptibility  value  EC90  (Time  >EC90),  equivalent  to  10.6  µg/mL10.  Exposure 

parameters were derived  in children and adults and compared to previously reported 

adult  exposure  following  a  conventionally  dosed  monotherapy  dosing  regimen10. 

Furthermore, miltefosine exposure and target attainment was compared in relation to 

clinical  efficacy  (final  cure  determined  6 months  after  the  end  of  treatment  versus 

relapse  of  disease  between  end  of  treatment  and  6  months  follow‐up),  and  the 

relationship of paromomycin exposure and occurrence of renal toxicity and ototoxicity 

was explored. 

𝑃𝑇𝑉 𝑃𝑝𝑜𝑝 ∗ 1  𝐶𝑜𝑣𝑖,𝑡 𝐶𝑜𝑣𝑚𝑒𝑑 ∗ 𝑙  
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3.  Results 

3.1   Patients and data 

Data  from  in  total 265 patients  (232 paromomycin observations and 927 miltefosine 
observations), of which 59% were pediatric patients ≤12 years old, were available  for 
the  pharmacokinetic  analysis,  with  intensive  paromomycin  and  miltefosine 
pharmacokinetic  sampling  in  26  patients  (Figure  S2.3.2  and  S2.3.3  in  Supplemental 
Material,  Table  2.3.1  and  Table  2.3.2).  Longitudinal  serum  creatinine,  albumin  and 
neutrophil  levels  were  available  for  all  patients  until  the  end  of  follow‐up 
(Supplementary Figure S2.3.4 and S2.3.5). Albumin and neutrophil  levels were  low at 
start of treatment (IQR 23.4‐32.4 g/L and 0.74‐1.38 *103 cells/µL), but levels increased 
during treatment, as expected. Three paromomycin observations were excluded  from 
the  analysis  because  the  quantification was  not  reliable  (n=1),  and  because  trough 
samples at Day 1 were taken after the next dose was administered (n=2). There were 
no  paromomycin  observations  below  the  limit  of  quantification  (BLQ).  Seventeen 
miltefosine observations were excluded from the analysis,  including observations that 
were physiologically  implausible and therefore unreliable (n=3), and BLQ observations 
(n=14, 2.8% of miltefosine observations).  In case of vomiting after miltefosine dosing, 
the dose before  vomiting was excluded and  the  re‐dose was  included  in  the dataset 
(n=20). 

3.2  Population pharmacokinetic models 

A  two‐compartment model with  first‐order  absorption  best  described  paromomycin 

pharmacokinetics  (Table  2.3.3,  Figure  2.3.1).  A  decrease  in  clearance  over  time was 

observed, which was  significantly  associated with  the  increase  in plasma neutrophils 

over time (dOFV ‐19.9), corresponding to a 13% decrease in clearance for each increase 

in neutrophils of 1*103 cells/µL. A typical VL patient with a neutrophil  level of 1.0*103 

cells/µL at start of treatment and 2.5*103 cells/µL at the end of treatment would have a 

corresponding decrease  in paromomycin clearance  from 2.61 L/h  to 2.10 L/h. Age or 

country of origin could not explain remaining variability  in any of the pharmacokinetic 

parameters  on  top  of  the  identified  covariates,  and  eGFRabs  could  not  significantly 

explain variability in clearance. The final paromomycin model including covariates could 

adequately  describe  the  change  in  pharmacokinetics  over  time,  shown  by  the  VPC 

stratified for the first and last day of paromomycin treatment (Figure 2.3.2). 
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Table 2.3.2  Data summary. 

  Intensive PK sampling  Sparse PK sampling 
   PM+MF14Db  PM+MF28Db  Total  PM+MF14Db  PM+MF28Db  Total 

Subjects (n)a  23  3  26  145  94  239 
Paromomycin observations (n)a  202  27  229  0  0  0 
Paromomycin observations BLQ (n)  0  0  0  0  0  0 
Miltefosine observations (n)a  271  38  309  413  188  601 
Miltefosine observations BLQ (n)  14  0  14  0  0  0 

a  Subjects  and  observations  after  exclusion  of  unreliable  data;  b  PM+MF14D:  Paromomycin  14  days  + 
miltefosine 14 days, PM+MF28D: Paromomycin 14 days + miltefosine 28 days. 
 
 
Miltefosine  was  best  described  by  a  two‐compartment  model  with  first‐order 

absorption  (Table  2.3.4,  Figure  2.3.3,  Figure  2.3.4),  including  two  non‐linearities 

influencing bioavailability. Similar to the previous study, bioavailability was 65% (95%CI 

57%‐73%) lower during the first week of treatment (dOFV ‐196), and this decrease was 

highly  variable  between  patients  (BSV  74.8%  [95%CI  62.0‐90.3]).  As  previously 

described,  miltefosine  accumulates  over  time  due  to  the  slow  absorption  and 

elimination half‐life,  reaching higher exposure  at  the end of  therapy  (Supplementary 

Figure  S2.3.3). A decrease  in miltefosine bioavailability was  also  related  to  increased 

miltefosine  exposure  over  time,  represented  by  the  total  administered  miltefosine 

dose, resulting in stagnation in miltefosine accumulation in plasma in the third week of 

treatment.  For  example,  when  a  typical  patient  of  35  kg  received  100  mg/day 

miltefosine,  bioavailability was  21%  lower  on Day  28. No  other  covariates  could  be 

identified to explain the non‐linear effects on bioavailability.  

 
Table 2.3.3  Parameter estimates of the final paromomycin pharmacokinetic model. 

   Estimate  95% CIa  Shrinkage (%) 

Population parametersb 

   Cl (L/h)  2.62  2.08‐3.25   
   Vc, (L)  9.17  8.42‐9.92   
   Q  0.26  0.22‐0.31   
   Vp (L)  6.55  4.58‐9.58   
   ka (h‐1)  2.05  1.55‐2.92   
   F1   1.17 (fixed)     
   COVCl,neutr

c (fractional change /103 cells/ µL)  ‐0.13  ‐0.16 ‐ ‐0.10   
Between‐subject variability  
   Cl (CV%)  56.1  44.1‐76.6  0.0 
Residual variability  
   Proportional error (CV%)  53.4  50.9‐56.5  4.9 
 
 

 

 
 
CI: confidence interval; Cl: apparent oral clearance; COV: covariate factor; F1: bioavailability; ka: absorption rate 
constant; NEUTR: neutrophils  (∙103 cells/µL); NEUTRmed: median population neutrophils  (0.98  ∙103 cells/µL); Q: 
intercompartmental clearance; Vc: central volume of distribution; Vp: peripheral volume of distribution; WT: body 
weight (kg); WTmed: median population body weight (27.5 kg). a Obtained by SIR; b Parameter values relative to a 
bioavailability of 1.17; c Cl decreases by 13% per 1∙103 cells/µL increase of neutrophils. 
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Figure 2.3.1  Goodness‐of‐fit plots  for  the  final paromomycin pharmacokinetic model.  (a) Observed versus 
population predicted paromomycin concentrations,  (b) observed versus  individually predicted 
paromomycin  concentrations,  (c)  conditional weighted  residuals  (CWRES)  versus  population 
predicted concentrations, and (d) CWRES versus time after last dose. 
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Figure 2.3.2  Prediction corrected visual predictive checks of the final paromomycin pharmacokinetic model. 

The solid lines represent the median of the observed values, the dashed lines the 20th and 80th 

percentiles of the observed values. The dark and  light blue areas  indicate the 90% confidence 

intervals of the simulated median and percentiles, based on 1000 simulations. 
 

 
Table 2.3.4  Parameter estimates of the final miltefosine pharmacokinetic model.  

   Estimate  95% CIa  Shrinkage (%) 

Population parameters     

   Cl (L/day)  1.85  1.75‐1.94   

   Vc (L)  13.6  12.8‐14.4   
   Q (L/day)  0.17  0.13‐0.21   

   Vp (L)  2.22  1.96‐2.59   

   ka (day‐1)  0.037  0.86‐0.91   
   F1   1 (fixed)     

   COV F,W1
b (fractional change)  ‐0.65  ‐0.57 ‐ ‐0.73   

   COV F,CDc (exponent of power relationship)  ‐2.40  ‐3.79 ‐ ‐1.21   
Between‐subject variability      

   Cl (CV%)  16.3  14.3‐18.5  14 

   COV F,W1 (CV%)  74.8  62.0‐90.3  48 
Residual variability      

   Proportional error (CV%)  31.5  29.7‐33.6  14 

 
 
 
 
 
 
 
 
a Obtained by SIR;  b Fractional change  in F. Applies during  the  first week;  c Exponent of power  relationship 
between  cumulative  dose  and  F. Applies  after  a  cumulative  dose  of  60 mg/kg  is  reached.  CI:  confidence 

interval;  Cl:  apparent  oral  clearance;  CD:  cumulative miltefosine  dose  (mg/kg);  COV:  covariate  factor;  F1: 

bioavailability;  FFM:  fat‐free  mass;  ka:  absorption  rate  constant;  Q:  intercompartmental  clearance;  RSE: 
relative standard error; Vc: central volume of distribution; Vp: peripheral volume of distribution. 
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Figure 2.3.3  Goodness‐of‐fit  plots  for  the  final miltefosine  pharmacokinetic model,  colored  by  treatment 

arm.  (a)  Observed  versus  population  predicted  paromomycin  concentrations,  (b)  observed 
versus  individually predicted paromomycin  concentrations,  (c)  conditional weighted  residuals 
(CWRES)  versus  population  predicted  concentrations,  and  (d)  CWRES  versus  time  after  last 
dose. Blue dots: Treatment arm 1 (miltefosine dosing for 14 days); grey dots: treatment arm 2 
(miltefosine dosing for 28 days). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figure 2.3.4  Prediction  corrected  visual predictive  checks of  the  final miltefosine pharmacokinetic model. 
The solid lines represent the median of the observed values, the dashed lines the 5th and 95th 
percentiles of the observed values. The dark and  light blue areas  indicate the 90% confidence 
intervals of the simulated median and percentiles, based on 500 simulations. 
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3.3  Paromomycin and miltefosine exposure and exposure‐response 
relationships 

At  the  end  of  treatment,  paromomycin  exposure  (AUC0‐24,d14) was  lower  in  children 
compared  to adults  (Table 2.3.5). However, paromomycin exposure of all  individuals, 
including  pediatrics,  was  within  the  inter‐quartile  range  (IQR)  of  end  of  treatment 
exposure in Kenyan and Sudanese patients of the previous study8, in which the majority 
of  patients  were  adults  (Figure  2.3.5).  Miltefosine  exposure  during  treatment  was 
comparable  between  children  and  adults,  although  AUCd0‐210  and  Time  >  EC90 were 
slightly higher in adults (Table 2.3.6). Miltefosine exposure (AUCd0‐28) in both adults and 
pediatrics was within the IQR of adult patients of the previous study10, when receiving 
28 days miltefosine (Figure 2.3.6). Miltefosine target attainment (Time > EC90) in adults 
(IQR 28‐32 days) was within the previously observed IQR in adults (IQR 27‐34 days), and 
numerically lower in pediatrics (IQR 25‐28) (Figure 2.3.7).  
 
There  were  only  12  patients  in  the  investigational  regimen  arms  (PM+MF14D  and 
PM+MF28D),  with  relapses  happening  between  Day  68  and  Day  228.  Only 
pharmacokinetic  data  of miltefosine was  available  for  these  patients.  There was  no 
obvious correlation between miltefosine exposure at Day 7, Day 28 or Day 210 or target 
attainment (Time > EC90) and clinical outcome (Supplementary Figure S2.3.6).  
 
Twenty  patients  treated  with  paromomycin  experienced  ototoxicity.  Paromomycin 
pharmacokinetic  data  was  available  for  only  two  of  these  patients.  One  of  these 
patients  had  extremely  high  paromomycin  exposure  on  Day  14  due  to  renal  failure 
(AUC0‐24,d14  2388  µg∙h/mL  compared  to  a median  AUC0‐24,d14  of  202  µg∙h/mL), which 
explains  the  occurrence  of  severe  ototoxicity.  The  other  patient  had  a  regular 
AUC0‐24,d14 of 297 µg∙h/mL, presenting mild hypoacusis  (left and  right hear) at Day 28 
visit, which resolved completely at Day 56. 
 
Table 2.3.5  Paromomycin exposure at the first and last day of treatment. 

  Paromomycin exposure (AUC0‐24
a) 

Treatment day  Childrenb (n=16)  Adultsb (n=10)  Total (n=26) 

1  145 (136‐167)  219 (199‐252)  171 (144‐199) 

14  187 (162‐203)  242 (217‐328)  202 (185‐240) 

a AUC0‐24 (µg∙h/mL) (median [IQR]): Area under the plasma concentration‐time curve for 0 till 24 hours after 
dosing; b Children: ≤12 yrs; Adults: >12 yrs. 
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Table 2.3.6  Miltefosine exposure and target attainment. 

  Miltefosine exposure (median [IQR]) 

  PM+MF14Da  PM+MF28Da 

  Childrenb (n=102)  Adultsb (n=66)  Childrenb (n=54)  Adultsb (n=43) 

AUCd0‐7 (µg∙day/mL)  20 (17‐25)  22 (15‐27)  20 (18‐22)  18 (16‐20) 

AUCd0‐EOT
c (µg∙day/mL)  114 (98‐130)  111 (94‐136)  517 (464‐552)  524 (456‐567) 

AUCd0‐210 (µg∙day/mL)  336 (293‐384)  379 (329 ‐ 440)  790 (687‐824)  898 (784‐961) 
Time > EC90

d (days)  12 (11‐14)  14 (12‐16)  27 (25‐28)  30 (28‐32) 

AUC:  Area  under  the  plasma  concentration‐time  curve;  EC90:  90%  effective  miltefosine  concentration. 

a PM+MF14D: Paromomycin 14 days + miltefosine 14 days, PM+MF28D: Paromomycin 14 days + miltefosine 
28 days; b Children: ≤12 yrs; adults: >12 yrs; c AUC from Day 1 until end of treatment (Day 14 for PM+MF14D, 

Day 28 for PM+MF28D); d Time that the miltefosine concentration was over the  in vitro susceptibility value 

EC90, equivalent to 10.6 µg/mL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 2.3.5  Paromomycin exposure  (AUC0‐24) at  last day of  treatment  (Day 14)  in pediatrics  (≤12 yrs) and 

adults  (>12  yrs),  compared  to previously observed paromomycin  exposure  (Day  21)  in  adult 

Sudanese  and  Kenyan patients  receiving  20 mg/kg/day paromomycin  for  21 days  (grey  area 
represents  the  inter‐quartile  range)  (8). The outlier patient with an extremely high AUC0‐24 of 

2388 µg*h/mL developed ototoxicity due to renal failure. 
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Figure 2.3.6  Cumulative  miltefosine  exposure  until  Day  28  (AUCd0‐28)  in  pediatrics  (≤12  yrs)  and  adults 

(>12 yrs),  receiving  14  days  miltefosine  (PM+MF14D,  left  panel)  and  28  days  miltefosine 

(PM+MF28D,  right  panel),  compared  to  previously  observed Day  28 miltefosine  exposure  in 

adult  Eastern African  patients  receiving miltefosine  allometric  dosing  for  28  days  (grey  area 
represents the  inter‐quartile range)10. One outlier patient with an AUCd0‐28 of 2106 µg*day/mL 

(PM+MF14D, 10 years old) is not shown in this figure. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figure 2.3.7  Miltefosine Time >EC in pediatrics (≤12 yrs) and adults (>12 yrs), receiving 14 days miltefosine 

(PM+MF14D,  left  panel)  and  28  days  miltefosine  (PM+MF28D,  right  panel),  compared  to 

previously  observed  Time  >EC90  in  adult  Eastern  African  patients  receiving  miltefosine 

conventional dosing for 28 days (grey area represents the inter‐quartile range)10. 
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4.  Discussion 

This pharmacokinetic  study  characterized  the pharmacokinetics of paromomycin  and 
miltefosine  in  both  pediatric  and  adult  Eastern  African  VL  patients,  receiving  a  new 
shortened  combination  regimen.  The  new  treatment  corresponded  to  the  desirable 
levels of exposure, i.e., comparable to exposure in adults that had been associated with 
cure.  Paromomycin  exposure  in  adults  was  comparable  to  previously  reported 
exposure  in  Kenyan  and  Sudanese  VL  patients.  Children  were  lower  exposed  to 
paromomycin  compared  to  adults,  however,  they  seem  nevertheless  adequately 
exposed  in  combination  with  allometric  miltefosine,  given  that  there  was  similar 
efficacy between adults and pediatrics,  i.e.,  in the PM+MF14D regimen, final cure was 
94.1%  in  pediatrics  aged  ≤12  years  and  86.8%  in  patients  aged  >12  years7.  Total 
miltefosine exposure was also numerically higher  in adults compared  to children, but 
exposure  in both  children and adults was  comparable  to a previous  study  in Eastern 
African  VL  patients.  The  comparable  exposure  of  paromomycin  and  miltefosine  to 
previous  monotherapy  studies  suggests  the  absence  of  any  obvious  drug‐drug 
interaction  between  paromomycin  and miltefosine. Moreover,  the  absence  of  clear 
exposure‐response  and  exposure‐toxicity  relationships  for  both  paromomycin  and 
miltefosine indicates that the currently used doses in this new combination regimen led 
to adequate as well as  safe exposure  ranges of paromomycin and miltefosine. There 
was one exceptional patient who presumably developed renal failure (serum creatinine 
increased from 0.4 mg/dL on Day 1 to 10.8 mg/dL on Day 14), leading to extremely high 
paromomycin  exposure  at  the  end  of  treatment  and  causing  bilateral  deafness, 
explained in the clinical paper in more detail7. Renal impairment can lead to prolonged 
exposure  to  aminoglycosides,  which  is  a  risk  factor  for  ototoxicity.  Although  the 
occurrence of  renal  failure seems  rare  in  this study  (2 out of 268 patients developed 
acute  kidney  injury)7,  this observation highlights  the  importance of monitoring  renal 
function during  treatment with  this  combination  regimen or, preferably,  therapeutic 
drug monitoring if logistically feasible within the clinical setting and context.  
 
The  developed  paromomycin  and  miltefosine  population  pharmacokinetic  models 
could  adequately  describe  the  pharmacokinetic  data,  including  changes  in 
paromomycin  clearance  and  miltefosine  bioavailability  over  time.  Previously,  the 
increase  in  paromomycin  exposure  has  been  described  by  an  empirical  decrease  in 
clearance over  time8, while  in  this  study, we  could  link  this decrease  in  clearance  to 
recovery of disease, more specifically recovery of depleted neutrophil levels over time. 
An  increased  clearance  of  other  aminoglycosides  in  neutropenic  patients  has  been 
described  before22,23,  potentially  caused  by  augmented  renal  clearance29,30.  In  this 
study,  patients were  neutropenic  at  start  of  treatment  and  therefore  paromomycin 
clearance might be  increased at start. However, eGFRabs as calculated  in this study did 
not  indicate  glomerular  hyperfiltration,  which  is  present  when  the  eGFR  exceeds 
160 ml/min/1.73m2  in  men  and  150  ml/min/1.73m2  in  women29.  The  decrease  in 
paromomycin  clearance  over  the  treatment  period might  also  be  explained  by  the 
nephrotoxic effect of paromomycin31,32. It was expected that eGFRabs decreases during 
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paromomycin  treatment  due  to  drug‐induced  nephrotoxicity  resulting  in  increasing 
creatinine  levels,  but  this was  not  observed  in  this  population  and  eGFRabs was  not 
associated with paromomycin clearance, despite the fact that this is the main route of 
excretion  of  paromomycin17.  This might  indicate  that  serum  creatinine  and  eGFRabs 
might  not  be  adequately  reflecting  the  actual  renal  function  in  this  malnourished 
African VL population, which is in line with earlier studies that demonstrated that eGFR 
based on serum creatinine is overestimated in malnourished patients with low muscle 
mass and low creatinine production33,34. In the final paromomycin model, no significant 
pharmacokinetic  differences  between  countries  were  identified,  indicating  no 
geographical  differences  that  are  not  explained  by  the  included  covariates  and 
demographic differences between populations.  
 
The same effects on miltefosine bioavailability were identified as described previously: 
a  decreased  bioavailability  during  the  first  week  of  treatment,  and  a  decreased 
bioavailability  with  increased  cumulative miltefosine  dose.  The  lower  bioavailability 
might  be  caused  by  initial  malnourishment  and  malabsorption,  although  variables 
associated  with  malnutrition,  such  as  height‐for‐age  or  BMI‐for‐age,  could  not  be 
identified as explanatory covariates on the initially decreased bioavailability. The lower 
than dose proportional  increase  in miltefosine exposure was  related  to a decrease  in 
bioavailability with  increasing  cumulative dose.   A possible  explanation  could be  the 
slow  and  saturable  transport  of  miltefosine  over  the  gastrointestinal  membrane, 
resulting in a saturated absorption route after extended exposure to miltefosine35.  
 

With  the  developed  population  pharmacokinetic  models  we  identified  different 

disease‐associated  factors,  such  as  neutropenia  and  renal  failure,  that  influence  the 

pharmacokinetics of antileishmanial drugs. Nevertheless, the high efficacy rates in this 

study, the few cases of toxicity, and the lack of clear exposure‐response and exposure‐

toxicity  relationships  indicate adequate exposure within  the  therapeutic  range  in  the 

studied  population,  including  pediatrics,  which  can  be  demonstrated  also  by  the 

satisfactory cure rates observed in the trial, both in children and adults7. This confirms 

once  again  that  the  allometric miltefosine dosing  regimen  is better  suitable  for  East 

African  pediatric  patients  with  VL  than  the  conventional  regimen,  also  in  a  14‐day 

combination  regimen with paromomycin. The achieved paromomycin and miltefosine 

exposure  levels  could  serve  as  pharmacokinetic  targets when monitoring  treatment 

efficacy  over  time  in  the  endemic  regions.  The  development  of  this  combination 

therapy also shows the  importance to adapt the treatment regimen for children, who 

comprise approximately 50% of the VL cases globally, to achieve satisfactory efficacy. 
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Figure S2.3.1A  Daily allometric miltefosine dose for female children based on fat‐free mass 

 FEMALE

HT (cm) 80‐89 90‐99 100‐109 110‐119 120‐129 130‐139 140‐149 150‐159 160

WT (kg)

7

8 30

9 30 RISK OF SEVERE MALNUTRITION
10 30 40 REFER TO THE WHO REFERENCE CURVES

11 40 40 40

12 40 40 40

13 40 40 40

14 40 40 40 50

15 40 40 50 50

16 40 50 50 50

17 40 50 50 50 50

18 50 50 50 50 60

19 50 50 50 60 60

20 50 50 50 60 60 60

21 50 50 60 60 60 60

22 50 50 60 60 60 60

23 50 50 60 60 60 70 70

24 50 50 60 60 60 70 70

25 50 60 60 60 70 70 70

26 50 60 60 60 70 70 70 70

27 50 60 60 70 70 70 70 80

28 50 60 60 70 70 70 80 80

29 50 60 60 70 70 70 80 80

30 50 60 60 70 70 80 80 80 80
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Figure S2.3.1B  Daily allometric miltefosine dose for male children based on fat‐free mass. 

 

 
 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
Figure S2.3.2  Paromomycin plasma concentrations included in the PK analysis, stratified by sampling day. 

 MALE

HT (cm) 80‐89 90‐99 100‐109 110‐119 120‐129 130‐139 140‐149 150‐159 160

WT (kg)

7

8 40

9 40 RISK OF SEVERE MALNUTRITION
10 40 40 REFER TO THE WHO REFERENCE CURVES

11 40 40

12 40 50

13 50 50 50

14 50 50 50

15 50 50 60 60

16 50 50 60 60

17 50 60 60 60

18 50 60 60 60 70

19 50 60 60 70 70

20 50 60 60 70 70

21 60 60 60 70 70 70

22 60 60 70 70 70 80

23 60 60 70 70 80 80

24 60 60 70 70 80 80 80

25 60 60 70 70 80 80 80

26 60 70 70 80 80 80 100

27 60 70 70 80 80 80 100

28 60 70 70 80 80 100 100 100

29 60 70 70 80 80 100 100 100

30 60 70 80 80 100 100 100 100
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Figure S2.3.3 Miltefosine  plasma  concentrations  included  in  the  PK  analysis,  stratified  by  treatment  arm. 

PM+MF14D: Paromomycin 14 days + miltefosine 14 days, PM+MF28D: Paromomycin 14 days + 

miltefosine 28 days. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figure S2.3.4  Serum creatinine levels and calculated absolute eGFR. 

 



Population pharmacokinetics of a combination of miltefosine and paromomycin in Eastern African VL patients 

169 

2.3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figure S2.3.5  Serum albumin and neutrophil  levels. Albumin  levels are  interpolated between Day 0 and 

Day 28 using the function “na.approx{zoo}” in R.   
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Figure S2.3.6 Miltefosine exposure at Day 7, Day 28 and Day 210 and target attainment (Time > EC90) versus 

clinical  outcome  determined  at  6 months  follow‐up.  Left  panels:  PM+MF14D;  right  panels: 

PM+MF28D. 
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NONMEM control stream ‐ paromomycin model  

; Description: Final paromomycin PK model  
; Author: L. Verrest 
 
$PROBLEM    PK 
 
$INPUT ID SITE ARM TIME TIMED DAY TALD TALD2 STIME SDAY CMT MF PM DOSE AMT 
AMTT DDOS DV MDV EVID FLAG FLAG2 MFPK PMPK BLQ INT REL RDAY MICR TISSUE 
CNTRY SEX AGE HT WT BWT BMI FFM CREAT EGFR EGFRA BSA ALB NEUTR HAZ BAZ 
 
;;;; Dataset description ;;;; 
; ID: unique subject number  
; SITE: 11 = Gondar (Ethiopia), 13 = Abdurafi (Ethiopia), 29 = Kacheliba (Kenya), 32 = 
Tabarak‐Allah   
; (Sudan), 34 = Um El Kher (Sudan), 38 = Doka (Sudan), 46 = Amudat (Uganda) 
; ARM:   1 = PM & MF for 14 days, 2 = PM for 14 days, MF for 28 days 
; TIME: time after first dose (hr)  
; TIMED: time (days) 
; DAY: actual day 
; TALD: time after last dose (hr)  
; TALD2: time after last dose for plotting Day 1 and Day 14 
; STIME: nominal scheduled time (hr) 
; SDAY: nominal scheduled day 
; CMT:  1 = MF dose / PM dose, 2 = MF PK cent / PM PK cent, 3 = MF PK periph 
; MF: MF dosing or DV 0 = no, 1 = yes 
; PM: PM dosing or DV 0 = no, 1 = yes  
; DOSE: MF: mg, PM: mL (=375 mg/mL PM base) 
; AMT: MF: mg, PM: mg PM base (DOSE*375 mg/ml) 
; AMTT: total MF dose 
; DDOS: AMTT/body weight 
; DV: ng/mL (both for MF and PM) 
; MDV: missing DV (0 for DV record, 1 for other record) 
; EVID: event ID (0 = PK observation, 1 = dosing, 2 = other) 
; FLAG: Vomited after dose. 0 = No, 1 = Vomited after this dose, 2 = Redose 
; FLAG2: Unreliable PK samples. 2: empty tube, 3: quantification not reliable, 4: Samples 
with the same  
; Day/Time, 5: Pre‐dose sample taken after next dose, 7: Unreliable BLQ samples 
; PMPK: PM PK measured for this subject. 0=no, 1=yes 
; MFPK: MF PK measured for this subject. 0=no, 1=yes  
; BLQ: Below limit of quantification (MF: 4 ng/mL, PM: 5 ng/mL) 
; INT: intensive cohort. 0=no, 1=yes 
; REL: 0 = no relapse, 1 = relapse 
; RDAY: day of rescue treatment 
; MICR: microscopy score 
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; TISSUE: Tissue where parasite assessment by microscopy is performed. 1 = Spleen, 2 = 
Bone marrow, ;3 = Lymph Node 
; CNTRY: 1 = Ethiopia, 2 = Kenya, 3 = Sudan, 4 = Uganda  
; SEX: 1 = male, 2 = female 
; AGE    
; HT: height (cm)  
; WT: body weight (kg)  
; BWT: baseline body weight (kg) 
; BMI: WT/((HT/100)**2) 
; FFM: Fat free mass (kg) according Maturation Model Al‐Sallami 2015 
; CREAT: creatinine (mg/dL) 
; EGFR: eGFR by CKD‐EPI, children <=14 Schwartz (mL/min/1.73m2) 
; EGFRABS: absolute eGFR (mL/min) 
; BSA: Body surface area (m2) according DuBois: 0.20247 x height (m)^0.725 x weight 
(kg)^0.425 
; ALB: albumin (g/L) (interpolated between D0 and D28) 
; NEUTR: neutrophils (*10^3 cells/uL) 
; HAZ: height for age z‐score 
; BAZ: BMI for age z‐score 
 
$DATA      MILT‐PM‐01‐VL.D.v5.csv  
IGNORE=@  
IGNORE(PM.EQ.0) ; MF dose or DV  
IGNORE(PMPK.EQ.0)  ; Subjects without PM PK observations  
IGNORE(FLAG2.GT.0) ; unreliable PK samples 
IGNORE(SDAY.EQ.0)  ; Baseline samples   
 
$SUBROUTINE ADVAN13 TOL=6 
 
$MODEL        
COMP = (DEPOT)  ; PM dose                  
COMP = (CENTRAL) ; PM PK  
COMP = (PERIPH)         
COMP = (AUC) 
 
$ABB COMRES=2  
 
$PK  
TVCL = THETA(1) 
TVV2  = THETA(2) 
TVKA = THETA(3) 
TVF1 = THETA(4) 
TVQ = THETA(5) 
TVV3 = THETA(6) 
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;; Covariates 
CLNEUTR = (1 + THETA(7) * (NEUTR‐0.98)) ; 0.98 *10^3 cells/uL = median population 
baseline neutrophils  
 
;; Parameters 
CL = TVCL *(BWT/27.5)**0.75 * EXP(ETA(1)) * CLAGE * CLTIME * CLNEUTR  ; 27.5 = 
median population baseline body weight 
V2  = TVV2 *(BWT/27.5)**1.00* EXP(ETA(2)) 
KA = TVKA * EXP(ETA(3)) 
F1 = TVF1 
Q = TVQ *(BWT/27.5)**0.75 
V3 = TVV3 *(BWT/27.5)**1.00 
 
K20   = CL/V2 
K23   = Q/V2 
K32   = Q/V3 
S2    = V2/1000 
S3    = V3 
AUCtau = F1*AMT/CL   
  
$DES  
CC = A(2)/V2  
DADT(1)= ‐KA*A(1)  
DADT(2)=  KA*A(1) ‐K23*A(2) +K32*A(3) ‐K20*A(2) 
DADT(3)= K23*A(2) ‐K32*A(3) 
 
$ERROR  
IPRED = F 
IF(IPRED.LT.1E‐6) IPRED=1E‐6  
W = SQRT(THETA(8)**2*IPRED**2 + THETA(9)**2) 
Y = IPRED + W*EPS(1) 
IRES = DV‐IPRED 
IWRES = IRES/W 
 
$THETA 
(0, 2.62) ; 1 CL 
(0, 9.17) ; 2 V2 
(0, 2.05) ; 3 KA 
(1.17) FIX ; 4 F1 
(0, 0.262) ; 5 Q 
(0, 16.55 ; 6 V3 
(‐0.1)3  ; 7 COV(Cl,neutr) 
(0, 0.285) ; 8 Prop.RE  
(0) FIX ; 9 Add.RE  
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$OMEGA 
 0.276 ; 1 CL 
 0 FIX  ; 2 V2  
 0 FIX ; 3 Ka 
 
$SIGMA  
 1 FIX  
 
$ESTIMATION METHOD=1 INTER MAXEVAL=2000 NOABORT PRINT=10 POSTHOC 
ATOL=6 SIGL=6 NSIG=2 ETASTYPE=1 
$COV PRINT=E 
$TABLE ID SITE ARM DOSE DV TIME TALD TALD2 DAY STIME SDAY CMT AMT BWT AGE 
CNTRY FLAG2 BLQ EVID IPRED CWRES CL V2 Q V3 KA F1 ETA1 ETA2 ETA3 AUCtau CC 
CREAT ALB NEUTR  
ONEHEADER NOPRINT FILE=sdtab0026 

NONMEM control stream – miltefosine model 

; Description: Final miltefosine PK model  
; Author: L. Verrest 
 
$PROBLEM    PK 
 
$INPUT ID SITE ARM TIME TIMED DAY TALD TALD2 STIME SDAY CMT MF PM DOSE AMT 
AMTT DDOS DV MDV EVID FLAG FLAG2 MFPK PMPK BLQ INT REL RDAY MICR TISSUE 
CNTRY SEX AGE HT WT BWT BMI FFM CREAT EGFR EGFRA BSA ALB NEUTR HAZ BAZ 
 
; Dataset description – see paromomycin model 
 
$DATA      MILT‐PM‐01‐VL.D.v5.csv  
  IGNORE=@  
  IGNORE(PM.EQ.1)    ; MF observations  
  IGNORE(FLAG.EQ.1)  ; vomited after this dose. Redose is included (FLAG2=2) 
  IGNORE(FLAG2.GT.0) ; unreliable PK samples 
  IGNORE(SDAY.EQ.0)  ; screening samples  
  IGNORE(BLQ.EQ.1)   ; BLQ observations 
 
$SUBROUTINE ADVAN13 TOL=3 
 
$MODEL      NCOMP=5 
            COMP=(DEPOT,DEFDOSE) ; Dosing compartment 
            COMP=(CENTRAL) ; central compartment 
            COMP=(PERI1) ; peripheral compartment  
            COMP=(AUC)  ; MF AUC central compartment 
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            COMP=(TAT)  ; Time Above Threshold $PK  
 
$PK 
TVCL = THETA(1) 
TVV2 = THETA(2) 
TVKA = THETA(3) 
TVQ = THETA(4) 
TVV3 = THETA(5) 
TVF1=THETA(6) 
 
;; Covariates 
ALLOCL = (FFM/18)**0.75 
ALLOV = (FFM/18)**1 
IF(TIME.LE.168) COVF = (1 ‐ THETA(7))*EXP(ETA(4)) ; decreased F first week 
IF(TIME.GT.168) COVF = 1 
IF(DDOS.LT.60) COVF2 = 1  
IF(DDOS.GE.60) COVF2= ((DDOS/70)**THETA(8)) ; decreased F after a cumulative dose 
of 60 mg/kg/day 
 
;;Parameters 
CL = TVCL * ALLOCL * EXP(ETA(1))  
V2 = TVV2 * ALLOV * EXP(ETA(2)) 
KA = TVKA * EXP(ETA(3)) 
Q = TVQ  
V3 = TVV3 * ALLOV 
F1 = TVF1 * COVF * COVF2 
 
ke = CL/V2 
k23 = Q/V2 
k32 = Q/V3 
S2 = V2 
S3 = V3 
 
$DES  
TCON = 10.6 ; Threshold Concentration 
CC = A(2)/V2 
TAT = 0 ; Time Above Threshold 
IF(CC.GT.TCON) TAT = 1 
 
DADT(1) = ‐KA*A(1) 
DADT(2) = KA*A(1) ‐ k23*A(2) + k32*A(3) ‐ ke*A(2) 
DADT(3) = k23*A(2) ‐ k32*A(3) 
DADT(4) = CC 
DADT(5) = TAT 
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AUC = A(4) 
TT = A(5) 
 
$ERROR  
IPRED = F 
Y = IPRED * (1 + EPS(1)) 
IRES = DV‐IPRED 
IWRES = IRES/IPRED 
 
$THETA 
(0, 0.0768) ; CL 
(0, 13.6) ; V 
(0, 0.0368) ; KA 
(0, 0.007) ; Q 
(0, 2.22) ; V3 
(1) FIX ; F fix 
(0, 0.649,1) ; COV(F,W1) 
(‐2.4) ; COV(F,DDOS) 
 
$OMEGA  
 0.0267 ;     IIV CL 
 0 FIX  ;     IIV V2 
 0 FIX  ;    IIV Ka   
 0.56 ;      IIV F 
 
$SIGMA  
 0.0991 ;prop error 
 
$ESTIMATION METHOD=1 INTER MAXEVAL=2000 NOABORT SIG=3 SIGL=9 PRINT=1 
POSTHOC 
 
$COVARIANCE 
 
$TABLE ID TIME TIMED DV MDV EVID CMT CL Q V2 V3 KA AGE WT HT BMI F1 ARM INT 
DAY SDAY STIME REL FFM SEX DDOS AMTT IPRED CWRES ETA(1) ETA(4) CC AUC TT 
MICR NEUTR ALB HAZ BAZ IWRES  
ONEHEADER NOPRINT FILE=sdtab20 
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Abstract 

Introduction: Post‐kala‐azar dermal leishmaniasis (PKDL) is a skin complication following primary 

visceral  leishmaniasis  (VL)  infection.  Treatment  and  dosing  regimens  for  PKDL  are  usually 

extrapolated from VL. However, the pharmacokinetics (PK) of drugs may be different between VL 

and PKDL patients due to disease‐specific differences in absorption, distribution and elimination. 

This  study aimed  to characterize  the PK of paromomycin and miltefosine  in PKDL patients and 

compare them with VL patients in Eastern Africa. 

Methods:  Pharmacokinetic  data were  collected  from  a  PKDL  (NCT03399955)  and  a  VL  study 

(NCT03129646)  in  Eastern  Africa.  In  the  PKDL  study,  patients  were  given  a  combination  of 

paromomycin  for 14 days plus miltefosine  for 42 days, or  liposomal amphotericin B  for 7 days 

plus miltefosine for 28 days. In the VL study, patients were given paromomycin for 14 days plus 

miltefosine for 14 days or 28 days. Plasma concentrations of paromomycin and miltefosine were 

quantified using  LC‐MS/MS  and were used  for population PK  analysis performed by nonlinear 

mixed effects modeling. 

Results: Data  from 109 PKDL patients and 264 VL patients were  included  in  this population PK 

analysis. The PK of paromomycin was best described by a  three‐compartment model, with one 

saturable compartment resembling paromomycin accumulation in tissues, in which PKDL patients 

had a 1.7‐fold (95%CI: 1.21‐2.45) higher capacity for accumulation compared to VL patients. The 

PK of miltefosine was best described by a  two‐compartment model with  first‐order absorption 

and  elimination. Only  in VL  patients,  the  bioavailability was  decreased  by  69%  (62‐76)  at  the 

treatment start. The rates of absorption in PKDL and VL patients were 5.43 1/day (4.54‐6.26) and 

0.99  1/day  (0.84‐1.17),  respectively.  PKDL  patients  given  the  same  regimen  as  VL  patients 

presented  26%  lower  paromomycin  plasma  exposure  (AUC0‐24  hours,  D14)  and  38%  higher 

miltefosine exposure  (AUC0‐28D) at  the end of  the  treatment. Co‐administration with  liposomal 

amphotericin  B  decreased  miltefosine  bioavailability  by  8.6%  (2‐15),  suggesting  a  drug‐drug 

interaction. 

Conclusion: Pronounced differences  in  the PK of paromomycin and miltefosine between PKDL 

and  VL  patients  were  identified  and  characterized,  potentially  explaining  observed  toxicity 

differences  and  affecting  the  extrapolation  of  dosing  regimens  between  these  two  clinical 

presentations of leishmaniasis. 
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1.  Introduction 

Visceral  leishmaniasis  (VL),  also  known  as  kala‐azar,  is  the most  severe  form  of  the 

neglected  tropical parasitic diseases  leishmaniasis  and  is  fatal  if  left untreated. VL  is 

usually  characterized  by  fever, weight  loss,  hepatosplenomegaly,  lymphadenopathy, 

anemia,  leucopenia,  and  thrombocytopenia1.  Post‐kala‐azar  dermal  leishmaniasis 

(PKDL)  is a complication of VL that appears as skin  lesions months or even years after 

successful treatment of a primary VL infection2. In Eastern Africa, where VL is caused by 

Leishmania donovani, up  to 50‐60% of VL  cases develop PKDL within 6 months after 

successful  treatment, with most  cases  of  PKDL  in  Sudan3. Although  PKDL  is  not  life‐

threatening, symptoms can be severely disfiguring and stigmatizing. Moreover, PKDL is 

thought to play an  important role  in VL transmission by parasites  in the  infected skin. 

The  treatment of PKDL patients  is,  therefore, considered an  important component  in 

elimination efforts for VL. 

 

The  current  WHO‐recommended  treatment  for  VL  in  Eastern  Africa  is  a  17‐day 

combination  therapy  of  sodium  stibogluconate  (SSG)  and  paromomycin4,5.  A  novel 

14‐day  combination  treatment  of  paromomycin  and  miltefosine  without  any  toxic 

antimonial  component was  recently  positively  evaluated  in  Eastern African, which  is 

expected to replace the more toxic regimen6,7.There  is currently no consensus on the 

best treatment for PKDL2. Up to now, the dosing regimens for PKDL patients have been 

directly extrapolated from VL patients, often with an extended treatment duration due 

to the slow clearance of skin  lesions. Current practice  in Sudan  is treatment with SSG 

for  over  60  days,  which  is  associated  with  life‐threatening  toxicities  such  as 

cardiotoxicity  and pancreatitis,  and  requires  long hospitalization8.  There  is  an urgent 

need for a safe and efficacious alternative of shorter treatment duration for treatment 

of PKDL.  

 

Miltefosine  is  the  only  oral  treatment  available  for  leishmaniasis  that  can  be 

administered on an outpatient basis and is, therefore, a favorable treatment option. In 

a recent clinical study  in Sudanese PKDL patients (NCT03399955)9, a  longer treatment 

regimen with miltefosine was combined with a parenteral drug  for a short  treatment 

period  (liposomal  amphotericin  B  or  paromomycin),  with  the  aim  to  minimize  the 

hospitalization  period  but  still  achieve  appropriate  drug  exposure  and  satisfactory 

efficacy levels by longer miltefosine treatment. The dosing rationale in PKDL patients is 

based  on  doses  used  in  VL  patients,  with  an  extended  treatment  period  to  reach 

satisfactory exposure  levels  in  the  skin. However, exposure‐response  relationships  in 

PKDL patients might be considerably different compared to VL patients. First of all, the 

drug  target site  is different between VL and PKDL. Whereas  in VL, parasites manifest 

mainly in macrophages in the internal organs, in PKDL the parasites reside in the lesions 

of the infected skin. Moreover, the pharmacokinetics (PK) of antileishmanial drugs may 
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be different between VL and PKDL patients. VL patients are  ill and usually suffer from 

fever, weight  loss and hematological depletions, while PKDL patients generally have a 

better  condition  except  for  their  skin.  These  physiological  differences might  impact 

drug  PK, which  could  potentially  lead  to  under‐  or  overexposure  to  the  drugs,  and 

might therefore require dose regimen adaptations in PKDL patients.  

 

The  PK  of  paromomycin  and  miltefosine  in  VL  patients  has  been  studied,  but 

unfortunately,  no  PK  data  is  available  in  PKDL  patients.  Paromomycin,  a  highly 

hydrophilic  aminoglycoside,  is  rapidly  and  almost  completely  absorbed  after 

intramuscular  (IM)  injection,  and  predominantly  excreted  unchanged  via  glomerular 

filtration10‐12.  Typically,  PKDL  patients  have  a  better  renal  function  than VL  patients, 

which  might  lead  to  differences  in  the  elimination  of  paromomycin.  The  PK  of 

miltefosine  is characterized by slow absorption and elimination13. Previous population 

PK studies  in VL patients demonstrated changes  in miltefosine bioavailability over the 

four weeks treatment period. In the first week of treatment, relative bioavailability was 

decreased  by  69‐74%,  potentially  caused  by  malabsorption  due  to  the  systemic 

infection and/or malnourishment of the patient14,15. This effect might be rather disease‐

specific for VL patients and might not be present  in PKDL patients with only a dermal 

clinical presentation of leishmaniasis.  

 

To  properly  dose  paromomycin  and  miltefosine  in  PKDL  patients,  PK  differences 

between  VL  and  PKDL  patients  need  to  be  characterized  and  exposure‐response 

relationships  in  the  PKDL  population  need  to  be  established.  This  study  aimed  to 

characterize the PK of paromomycin and miltefosine  in PKDL patients compared to VL 

patients from Eastern Africa and to identify disease‐specific covariates affecting the PK 

and  exposure  to  these  antileishmanial drugs.  Furthermore, drug‐drug  interactions of 

combination regimens of miltefosine with paromomycin and liposomal amphotericin B 

were explored. 

2.  Methods 

2.1   Clinical trials and patients  

Pharmacokinetic  data  were  collected  in  a  PKDL  (NCT03399955)9  and  a  VL  study 

(NCT03129646)7  in  Eastern  Africa.  The  PKDL  study  was  a  phase  II,  open  label, 

randomized,  parallel  arm  trial,  which  assessed  the  safety  and  efficacy  of  the 

combination  of  paromomycin  and  miltefosine  (PM‐MF)  and  the  combination  of 

liposomal  amphotericin  B  and miltefosine  (LAmB‐MF)  for  the  treatment  of  PKDL  in 

Sudan. The VL  study was  a phase  III, open  label,  randomized  controlled, multicenter 

non‐inferiority  trial,  which  compared  the  efficacy  of  two  combination  regimens  of 
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paromomycin for 14 days and miltefosine for 14 days or 28 days (PM‐MF 14D and PM‐

MF 28D) with  the  standard 17‐day  SSG  and paromomycin  combination  (SSG‐PM)  for 

the  treatment  of  VL  in  Eastern  Africa7.  In  both  studies,  sparse  PK  sampling  for 

miltefosine was performed in all patients, and a subset of patients was allocated to the 

intensive sampling cohort for paromomycin and mitlefosine PK analysis. VL patients  in 

the intensive cohort were all from Kenya and Sudan, and sparse samples were available 

from patients  from Ethiopia and Uganda.  Informed consent  to participate  in  the  trial, 

including PK assessments, was obtained per regulatory requirements in each country. 

 

In the PKDL study, patients in the PM‐MF arm were given paromomycin 20 mg/kg/day 

intramuscularly  for  14  days  and  oral  miltefosine  (allometric  dosing)  for  42  days; 

patients  in  the  LAmB‐MF  arm  were  given  liposomal  amphotericin  B  (AmBisome®) 

5 mg/kg/day intravenously at day 1, 3, 5, and 7 and oral miltefosine (allometric dosing) 

for  28  days.  In  the  VL  study,  patients  were  given  paromomycin  20  mg/kg/day 

intramuscularly  for  14  days  combined  with  oral  miltefosine  (allometric  dosing)  for 

14 days or 28 days.  In both studies, patients were admitted for the whole duration of 

liposomal  amphotericin  B  or  paromomycin  administration,  after  which  miltefosine 

administration was continued on an outpatient basis. 

 

Miltefosine allometric dosing was calculated according to patient’s weight, height and 

sex, and was applied for patients weighing <30 kg16. For patients weighing ≥30 kg, the 

allometric  dose  corresponded  to  the  conventional  dose  of  2.5  mg/kg/day,  with 

maximum 150 mg/day. Therefore, patients weighing ≥ 30 to 44 kg received 100 mg/day 

and patients ≥45 kg received 150 mg/day. 

2.2  Sampling schedule and bioanalysis method 

In both studies, blood samples for paromomycin PK were collected at 4 time points on 

day  1  and  day  14  following  two  different  schedules. On  day  1,  blood  samples were 

collected either at 1, 2, 4, and 24 hours or at 1, 2, 8, and 24 hours after paromomycin 

administration. On day 14, blood samples were collected before the last paromomycin 

administration  and  at  1,  4,  and  24  hours  or  at  2,  8,  and  24  hours  after  the  last 

paromomycin administration. Paromomycin concentrations  in plasma were quantified 

using a previously validated UPLC‐MS/MS method, with a  lower  limit of quantification 

of 5 ng/mL17. 

 

In the PKDL study, miltefosine blood samples were collected at day 1, 4‐8 hours after 

the first administration, and at day 7, 14, 28, and 42 and 3‐months for all patients.  In 

the VL  study, miltefosine  concentration was measured  in  all  patients  at  day  28  and 

day 56. For patients in the intensive cohort, miltefosine plasma samples were collected 

on day 1, 7, 14, 28 and 56 in both treatment arms and an additional sample was taken 

on day 21 for the 28‐day treatment arm. Miltefosine samples taken on day 1 and day 
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14  followed  the  same  schedules  as  paromomycin  PK  sampling. Miltefosine  plasma 

concentrations were quantified using a previously validated LC‐MS/MS method, with a 

lower limit of quantification of 4 ng/mL18.  

 

For all patients, hematology and biochemistry examinations, including serum creatinine 

concentrations, were available at screening  (0‐20 days before the start of treatment), 

on day 3, 7, 14 and 28. Albumin was measured at screening only.  

2.3  Population pharmacokinetic analysis 

2.3.1  Paromomycin population PK model 

Previous population PK studies in VL patients in India and Eastern Africa demonstrated 

a decrease in paromomycin clearance (CL/F) over time, suggesting potential non‐linear 

kinetics19,20.  Two  possible  hypotheses  that  may  explain  the  nonlinearity  in 

paromomycin  PK  were  evaluated.  Firstly,  after  glomerular  filtration,  a  portion  of 

administered aminoglycosides  (≈5%)  is accumulated  in proximal  tubules, which could 

lead  to  tubular necrosis21‐23. This action  is mediated by megalin, a  large glycoprotein 

functioning as an endocytic receptor that is abundantly expressed in specific epithelial 

cells  (e.g., renal tubule and  inner ear)24,25. The uptake of aminoglycosides by megalin‐

expressing cells is a saturable process and could cause functional alternations in kidney, 

which might also explain the previously observed time‐related change in paromomycin 

exposure26‐28. Therefore,  in addition  to one  to  three‐compartment models with  first‐

order absorption and elimination, a model that included saturable distribution towards 

the peripheral compartment  (representing saturable megalin binding) was tested as a 

structural  model.  The  saturable  distribution  was  described  by  a  maximal  binding 

capacity (Bmax) function shown in equation 129.  

 

Eq. 1 

 
 
In  this  function,  Bmax  represents  the  maximal  drug  accumulation  in  the  saturable 

peripheral  compartment28.  kin  represents  the  uptake  rate  when  the  saturable 

peripheral compartment  is empty and kout describes  the  first‐order drug  release  from 

this compartment.  

 

Secondly,  as  paromomycin  is  predominately  cleared  by  glomerular  filtration,  the 

change in CL/F is likely a reflection of the change in renal function. Therefore, absolute 

estimated glomerular  filtration  rate  (eGFRabs) and  creatinine  level at baseline and on 

day  14 were  evaluated  as  covariates  on  CL/F  to  describe  potential  time‐dependent 

variation.  eGFRabs  was  calculated  based  on  eGFR  derived  from  CKD‐EPI  creatinine 

𝑑𝐴𝑃𝑒𝑟𝑖𝑝ℎ𝑒𝑟𝑎𝑙
𝑑𝑡

 𝑘𝑖𝑛 ∗ 𝐴𝐶𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑙 ∗ 1
𝐴𝑃𝑒𝑟𝑖𝑝ℎ𝑒𝑟𝑎𝑙
𝐵𝑚𝑎𝑥

 𝑘𝑜𝑢𝑡 ∗  𝐴𝑃𝑒𝑟𝑖𝑝ℎ𝑒𝑟𝑎𝑙    
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equation for age ≥18 years30 and Bedside Schwartz Formula for age <18 years31, while 

unadjusted to the typical body surface area (BSA) of 1.73 m2 but to the individual BSA. 

Parameters related to CL/F and volume of distribution (Vd/F) were modeled with body 

weight  based  allometric  scaling,  using  fixed  power  exponents  of  0.75  and  1, 

respectively32. To quantify the potential PK differences between PKDL and VL patients, 

disease  (PKDL or VL) was  tested as a binary  covariate on all PK parameters. Besides, 

since  Bmax  describes  the maximal  paromomycin  accumulation  in megalin‐expressing 

tissues,  factors  that  might  affect  receptor  amount  and  drug‐receptor  interaction, 

including body weight, age, and albumin, were evaluated as covariates on Bmax
27,33,34. 

2.3.2  Miltefosine population PK model  

Population PK of miltefosine  in VL patients has been  relatively well  studied, and  the 

present  model  was  developed  using  previously  developed  models  as  starting 

point14,15,35.  A  two‐compartment  disposition  model  with  first  order  absorption  and 

elimination  to  and  from  the  central  compartment  was  used  as  the  base  structural 

model. Fat‐free mass (FFM) was used as descriptor for body size, and were related to 

CL/F  and  Vd/F  using  allometric  scaling  with  power  exponents  of  0.75  and  1, 

respectively. Two effects on relative oral bioavailability (F) found in previous developed 

models were  evaluated  sequentially.  Firstly,  the  effect  of  disease  on  the  reduced  F 

during the first week (EFF Disease) was tested on PKDL and VL populations separately. As 

no intravenous data was available, only the relative bioavailability could be estimated.  

In pediatric VL patients, a decrease in F was found when cumulative dose of miltefosine 

exceeded a  threshold of 70 mg/kg14. This dose‐dependent effect was  likely related to 

saturation  in  membrane  translocation  of  miltefosine  in  the  gut36‐38.  Therefore,  the 

effect of cumulative miltefosine dose on F over the treatment period (EFF Cumulative dose) 

was examined using a previously defined model as described in equation 2.  

 

 

Eq. 2 

 

 

 

Lastly, since miltefosine is prone to interact with lipids, forms micelles and is known to 

be easily  incorporated  in  liposomes,  the potential  interaction of LAmB on miltefosine 

was evaluated by adding a binary covariate on all PK parameters39,40. 

2.3.3  Exposure and target attainment  

Secondary PK parameters for paromomycin and miltefosine were calculated using the 

individual estimates of the final PK models. The area under the plasma concentration‐

time curve (AUC) for 24 hours was used to determine paromomycin exposure on day 1 

(AUC0‐24, D1) and day 14  (AUC0‐24, D14). Miltefosine exposure was expressed by  the AUC 

𝐸𝐹𝐹 𝐶𝑢𝑚𝑢𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒 𝑑𝑜𝑠𝑒  if 𝑐𝑢𝑚𝑢𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒 𝑑𝑜𝑠𝑒 70
𝑚𝑔
𝑘𝑔

1  

𝐸𝐹𝐹 𝐶𝑢𝑚𝑢𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒  𝑑𝑜𝑠𝑒   𝑖𝑓 𝑐𝑢𝑚𝑢𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒 𝑑𝑜𝑠𝑒  70
𝑚𝑔
𝑘𝑔

 
𝑐𝑢𝑚𝑢𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒 𝑑𝑜𝑠𝑒

70

𝜃𝑐𝑢𝑚𝑢𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒  𝑑𝑜𝑠𝑒
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from start until day 7, 14, 28, and 60, denoted as AUC0‐D7, AUC0‐D14, AUC0‐D28, AUC0‐D60, 

respectively.  The  time  that  miltefosine  concentration  was  above  the  in  vitro 

susceptibility value EC90  (Time > EC90) during the  first 60 days and the time point that 

the miltefosine concentration reached the EC90 (TEC90) were calculated. The EC90 value 

of  10.6  mg/L  was  selected  based  on  intracellular  amastigote  in  vitro  susceptibility 

testing of Leishmania donovani15.  

2.3.4  Software 

Population  PK  analysis  was  performed  using  the  nonlinear mixed‐effects modelling 

program NONMEM (version 7.5; ICON Development Solutions, Ellicott City, MD), aided 

by  Perl‐speaks‐NONMEM  (PsN,  version  5.0)  and  Pirana  (version  2.9.9)  for  run 

deployment41,42. Model  parameters were  estimated  using  the  first‐order  conditional 

estimation  with  interaction  (FOCE‐I)  method.  Inter‐individual  variability  (IIV)  in  PK 

parameters  was  estimated  with  an  exponential  variance  model  and  residual 

unexplained  variability was estimated with  a proportional  error model.  Individual PK 

parameters  were  obtained  by  maximum  a  posterior  Bayesian  estimation  using 

POSTHOC option of NONMEM. 

2.3.5  Model evaluation 

Model  adequacy was  guided  by  physiological  plausibility,  statistical  significance  and 

graphical evaluation. The change in objective function value (OFV), which equals minus 

two  times  the  log‐likelihood,  was  used  to  define  statistical  significance  between 

hierarchical models  following  a  Chi‐square  distribution with  1  degree  of  freedom. A 

decrease  in OFV of ≥3.84, representing a p‐value of <0.05, was considered statistically 

significant.  Goodness‐of‐fit  plots  were  used  to  assist  graphical  evaluation  using  R 

(version  4.0)  and  Xpose  (version  4).  A  visual  predictive  check  (VPC)  and  sampling 

importance resampling (SIR) were performed to assess the predictive performance and 

the parameter precision with 95% confidence intervals (CI) for the final model43,44. 

3.  Results 

3.1   Patients and data 

A  total  of  328  paromomycin  observations  and  1516 miltefosine  observations  were 

collected  in  109  PKDL  and  264  VL  patients.  Plasma  concentration‐time  profiles  of 

paromomycin  and  miltefosine  are  depicted  in  Figure  2.4.1  and  Figure  2.4.2, 

respectively.  Demographic  characteristics  of  the  included  patients  are  presented  in 

Table 2.4.1A. The majority of the patients were children aged ≤18, accounting for 96% 

and 72% of included PKDL and VL patients, respectively. The distribution of body weight 

and BMI were similar between PKDL and VL patients,  indicating comparable body size 
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(Table 2.4.1B). BMI was not  considered  an  indicator of  the health  status,  since both 

populations were  from extremely poor areas and are  to a  large extent malnourished. 

The median albumin level and neutrophil count at baseline were 0.71‐, 0.34‐fold lower, 

respectively,  in VL  versus PKDL patients, while  the  creatinine  level was 2‐fold higher 

(Table 2.4.1C), confirming expected disease‐specific differences in these hematological 

and biochemical variables.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2.4.1  Paromomycin concentration‐time profiles. 
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Figure 2.4.2  Miltefosine concentration‐time profiles. 

 

 
Table 2.4.1  Patient demographics.  

A   Treatment details  PKDL  VL 

Total no. of patients   109  264 

Included no. in PK analysis     

    PM model   14  26 
    MF model  109  264 

PKDL Treatment regimens, n (%)     

    LAMB + MF 28 days  54 (49.5%)   
    PM + MF 42 days   55 (50.5%)   

VL Treatment regimens, n (%)     

    PM + MF 28 days    167 (63.3%) 
    PM + MF 14 days    97 (36.7%) 

 

B   Basic characteristics  

     (median [range]) 

PKDL  VL 

  Age >18 (N=4)  Age ≤18 (N=105)  Age >18 (N=73)  Age ≤18 (N=191) 

Age (years)  25.5 [19.0, 30.0]  9.00 [6.00, 18.0]  23.0 [19.0, 45.0]  9.00 [4.00, 18.0] 
Body weight (kg)  63.5 [51.0, 74.0]  23.0 [15.0, 49.0]  51.0 [39.7, 71.0]  25.0 [11.0, 52.0] 

Body mass index (kg/m2)  20.0 [17.0, 21.4]  14.6 [12.1, 19.7]  17.8 [14.6, 21.6]  14.2 [11.8, 23.7] 

Body surface area (m2)  1.79 [1.60, 1.98]  0.918 [0.631, 1.49]  1.58 [1.39, 1.94]  0.961 [0.532, 1.64] 
Fat‐free‐mass (kg)  53.4 [45.6, 60.7]  18.9 [11.8, 41.9]  44.9 [31.2, 58.9]  20.1 [9.52, 45.7] 

Gender (n, %)         

   Male   4 (100%)  65 (61.9%)  72 (98.6%)  141 (73.8%) 
   Female  0 (0%)  40 (38.1%)  1 (1.4%)  50 (26.2%) 
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C   Laboratory examinations  
     (median [range]) 

PKDL  VL 

Albumin (g/L)  38.8 [28.5, 59.7]  27.4 [1.50, 54.6] 

ALT (U/L)  24.0 [9.00, 90.0]  24.5 [1.00, 473] 

AST (U/L)  29.0 [10.0, 67.0]  53.0 [6.00, 592] 
Creatinine (mg/dL)     

   Day 1    0.400 [0.100, 1.00]  0.800 [0.100, 1.50] 

   Day 14    0.600 [0.200, 1.50]  0.800 [0.100, 10.8] 
Absolute eGFR (ml/min/m2)     

   Day 1    78.5 [27.5, 407]  56.6 [14.7, 286] 

   Day 14    48.8 [20.6, 170]  50.2 [3.72, 326] 
Absolute Neutrophil (x10^3/µL)     

   Day 1    2.91 [0.810, 6.72]  1.00 [0.200, 4.30] 

   Day 14    3.42 [1.84, 10.9]  2.20 [0.300, 6.10] 

 

3.2  Pharmacokinetics of paromomycin 

Plasma  concentration‐time profiles of paromomycin were best described by  a  three‐

compartment  model  with  first‐order  absorption  and  elimination  from  the  central 

compartment, and saturable distribution to a peripheral compartment described by a 

Bmax function (equation 1) (Figure 2.4.3 and Table 2.4.2). In the initial two‐compartment 

model, samples collected 4‐8 hours after administration at day 1 were over‐predicted 

particularly  in PKDL patients,  indicating a  fast distribution. Besides, a  time‐depending 

bias between predictions on day 1 versus day 14 was observed in goodness‐of‐fit plots 

suggesting  a  decrease  in  plasma  CL/F  over  the  treatment  period.  Incorporating  a 

saturable compartment to resemble paromomycin accumulation in tissues significantly 

improved  the model  fit with dOFV of  ‐109, and  solved  the  time‐related bias. Disease 

type was  a  significant  covariate  on  Bmax,  suggesting  that  the maximum  capacity  for 

paromomycin accumulation  in  tissues was 1.7‐fold  (95%CI: 1.21‐2.45) higher  in PKDL 

patients compared to VL patients. The maximal fraction of paromomycin accumulated 

in tissue corresponds to 3.5% and 1.7% of the total dose given in PKDL and VL patients, 

respectively. No additional significant covariates were found to explain the variability in 

Bmax. 
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Figure 2.4.3  Structure of the final paromomycin model. CL/F, paromomycin clearance; ka, rate of absorption; 

V2/F, volume of the central compartment; Q/F,  inter‐compartmental clearance; V3/F, volume 

of  the  peripheral  compartment;  kin,  rate  constant  for  association;  kout,  rate  constant  for 
dissociation; Bmax, maximal drug  accumulation  in  the  saturable  compartment  represented by 

megalin‐expressing cells. 

 
Table 2.4.2  Paromomycin final model parameter estimates. 

  Unit  Estimate  95%CI 

Population parameters 

   Rate of absorption (ka) 

1/h  2.59  2.08‐3.45 

   Paromomycin clearance on Day1 
a

 (CLD1/F)  L/h  1.45  1.23‐1.72 

   Paromomycin clearance on Day14 
a

 (CLD14/F)  1/h  CLD1*(CREATD0/CREATD14)b   

   Volume of central compartment 
a 

(V2/F)  L  6.72  6.40‐7.03 
   Inter‐compartmental clearance 

a

 (Q/F)  L/h  0.57  0.4‐0.7 

   Volume of peripheral compartment
 a

 (V3/F)  L  1150  563‐1844 

   Rate constant for association (kin)  1/h  0.2  0.13‐0.27 
   Rate constant for dissociation (kout)  1/h  0.005  0.004‐0.007 

   Maximal drug accumulation in peripheral compartment (Bmax)       

      Bmax in VL patients  mg  108  76‐156 
       Bmax in PKDL patients relative to VL patients (fractional  

       change) 

‐  1.7  1.21‐2.45 

Between subject variability        
   CLD1/F   CV%  28  22‐37 

   CLD14/F  CV%  51  40‐66 

   Bmax  CV%  34  16‐48 
Residual proportional error  CV%  18  16‐20 

a Allometrically  scaled based on weight with a power exponent of 0.75  for  clearance and 1  for volume of 

distribution;  b CREATD0,  creatinine  levels measured pre‐screening; CRETAD14,  creatinine  levels measured on 
day 14. 
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PKDL  patients  had  a  lower  baseline  creatinine  level  compared  to  VL  patients,  and 

showed a trend of increase during the treatment, while VL patients had a relatively high 

but stable creatinine level at baseline and during the treatment period (Supplementary 

Figure S2.4.1). Variability in baseline creatinine level and eGFRabs could not explain the 

variability  in paromomycin CL/F between  individuals. However,  the  individual  relative 

change  in renal function over time, expressed as creatinine  level or eGFRabs on day 14 

divided  by  the  baseline  level,  was  found  to  be  a  good  additional  descriptor  for 

individual  changes  in  CL/F  during  the  14‐day  treatment  period.  In  the  final model, 

creatinine at baseline divided by creatinine at day 14 (CREATD0/CREATD14) was included 

as a covariate on baseline CL/F following equation 3, which resulted in a dOFV of ‐56.  
 
 

Eq. 3 

 

The  final  model  adequately  described  paromomycin  observations  in  PKDL  and  VL 

patients. Goodness‐of‐fit plots (Supplementary Figure S2.4.2) and the VPC (Figure 2.4.4) 

based on the final model showed no major deviations. Paromomycin exposure in PKDL 

patients on day 1 (AUC0‐24, D1) and on day 14 (AUC0‐24,D14) was 22% and 26% lower than 

in VL patients, respectively (Table 2.4.3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figure 2.4.4  Prediction corrected visual predictive checks of the final paromomycin pharmacokinetic model. 

The solid lines represent the median of the observed values, the dashed lines the 25th and 75th 

percentiles of the observed values. The dark and  light blue areas  indicate the 95% confidence 
intervals of the simulated median and percentiles, based on 200 simulations. 

𝐶𝐿𝐷14 𝐶𝐿𝐷1 ∗
𝐶𝑅𝐸𝐴𝑇 𝐷0

𝐶𝑅𝐸𝐴𝑇 𝐷14
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Table 2.4.3  Paromomycin exposure and target attainment (median [range]). 

  PKDL  VL 

AUC0‐24, D1 (mg*hr/L)  132 [99.2, 157]  168 [108, 275] 

AUC0‐24, D14 (mg*hr/L)  168 [134, 185]  226 [118, 800] 

AUC0‐24: Area under the plasma concentration‐time curve for 0 till 24 hours after dosing. Both PKDL and VL 

patients received 14 days of 20 mg/kg paromomycin. 

 

3.3  Pharmacokinetics of miltefosine 

In  line  with  previous  studies,  miltefosine  concentration‐time  profiles  were  best 

described  by  a  two‐compartment model  with  first‐order  absorption  and  first‐order 

elimination. Nonlinearities in miltefosine PK were identified and were best described by 

changes in F, which in turn were influenced by disease (EFF Disease), cumulative dose (EFF 

Cumulative dose), and a drug‐drug interaction with LAmB (EFF LAmB) in the final model (Table 

2.4.4). The effects on F are summarized  in equation 4 and Figure 2.4.5 and the details 

are explained below.  

 
 

Eq. 4 
 
 

In  the  concentration‐time  profiles,  a  large  difference  in  drug  accumulation  and 

exposure  in  the  first week of  treatment between VL patients and PKDL patients was 

observed (Figure 2.4.2). In PKDL patients, the effect of disease on F in the first week of 

treatment was not  identified, and was  therefore  fixed  to 0. While  in VL patients, F  in 

the  first  week  of  treatment  decreased  by  69%  (95%  CI:62‐76).  In  addition  to  the 

difference in F, the rate of absorption (ka) in PKDL and VL was 5.43 1/day (95% CI: 4.54‐

6.26)  and  0.99  1/day  (95%CI:  0.84‐1.17),  respectively,  indicating  a  much  longer 

absorption  half‐life  in  VL  patients.  As  PKDL  patients  are  not  affected  by  a  systemic 

parasite  infection,  the  relatively  low  ka  and  F  at  treatment  start  only  in  VL  patients 

support previous hypotheses about disease‐specific absorption‐limiting  factors, which 

are likely related to malabsorption45,46.  

 

The previously described dose‐related effect on F was  identified  in both VL and PKDL 

populations  and was  further  optimized14.  In  the  final model,  the  decrease  in  F was 

related to cumulative miltefosine dose from the beginning of treatment, and was best 

described  by  a  power  function  with  the  exponent  estimated  at  ‐0.13  (95%CI: 

‐0.16 ‐ ‐0.11) (Equation 5), which resulted  in a dOFV of ‐42. For patients given 14‐ and 

42‐ day miltefosine  treatment,  relative bioavailability decreased by 33.7% and 40.6% 

from start till end of treatment, respectively. 

 

Eq. 5 

𝐹 𝑖𝑓 𝑡𝑟𝑒𝑎𝑡𝑚𝑒𝑛𝑡 𝑑𝑎𝑦 7 𝑇𝑉𝐹 ∗ 1 𝐸𝐹𝐹𝐷𝑖𝑠𝑒𝑎𝑠𝑒  ∗  𝐸𝐹𝐹  𝐶𝑢𝑚𝑢𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒 𝑑𝑜𝑠𝑒   ∗  1 𝐸𝐹𝐹𝐿𝐴𝑚𝐵  

𝐹 𝑖𝑓 𝑡𝑟𝑒𝑎𝑡𝑚𝑒𝑛𝑡 𝑑𝑎𝑦  7 𝑇𝑉𝐹  ∗  𝐸𝐹𝐹  𝐶𝑢𝑚𝑢𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒 𝑑𝑜𝑠𝑒   

 𝐸𝐹𝐹  𝐶𝑢𝑚𝑢𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒 𝑑𝑜𝑠𝑒   𝐶𝑢𝑚𝑢𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒 𝑑𝑜𝑠𝑒 
𝑚𝑔
𝑘𝑔

 𝜃𝑐𝑢𝑚𝑢𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒  𝑑𝑜𝑠𝑒
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Table 2.4.4  Miltefosine final model parameter estimates.  

  Unit  Estimate  95%CI 

Population parameters 
   Absorption rate in PKDL (ka PKDL) 

1/day  5.43  4.54‐6.26 

   Absorption rate in VL (ka VL)  1/day  0.99  0.84‐1.17 
   Clearance a (CL/F)  L/day  1.53  1.4‐1.66 
   Volume of central compartment a (V2/F)  L  13.8  12.66‐14.89 
   Inter‐compartmental clearance (Q/F)  L/day  0.039  0.032‐0.049 
   Volume of peripheral compartment a (V3/F)  L  2.01  1.69‐2.54 
   F after a week of treatment  %  100 (Fixed)   
   Relative decrease in F during the first week of treatment       
      PKDL patients   %  0 (Fixed)   
      VL patients (EFF Disease)  %  69  62‐76 
      Patients co‐administered with LAmB (EFF LAmB)  %  8.6  2‐15 
   Exponent of power relationship between cumulative MF  
   dose and F (EFF cumulative dose) 

‐  ‐0.13  (‐0.16) ‐ (‐0.11) 

Between subject variability        
    CL/F  CV%  20  17‐22 
    V2/F  CV%  13b  ‐ 
    EFF Disease  CV%  71  61‐83 
Residual proportional error  CV%  31  30‐33 
a Allometrically scaled based on fat‐free mass with a power exponent of 0.75 for clearance and 1 for volume 
of distribution. Estimate is given for a standardized fat free mass of 25kg; b IIV in V2/ F was not identifiable, 
but  a  high  correlation  between  CL/F  and  V2/F  was  suggested  by  SIR  results.  Therefore,  the  same  ETA 
distribution was assumed for CL/F and V/F, and a scaling factor of 0.45 was estimated. 
 

In PKDL patients who  received LAmB‐MF, median miltefosine concentration was 12% 

lower in the first week compared to patients receiving PM‐MF (Figure 2.4.2), despite a 

similar daily dosing  regimen. This prompted  the evaluation of a potential  interaction 

between  LAmB  and  miltefosine.  LAmB  was  tested  as  a  binary  covariate  on  all  PK 

parameters, and was found to lower F in the first week by 8.6% (95%CI: 2‐15) (dOFV ‐

9.5), resulting in a 10%  lower AUC0‐D7 of miltefosine when co‐administered with LAmB 

(Table 2.4.5).  
 
Table 2.4.5  Miltefosine exposure and target attainment (median [range]). 

  PKDL  VL 
Treatment regimen  LAMB + MF (28 Day)  PM + MF (42 Day)  PM + MF (14 Day)  PM + MF (28 Day) 

AUC 0‐7D (mg∙day/L)  96.8 [69.2, 115]  107 [74.4, 159]  28.9 [5.42, 90.3]  27.0 [13.7, 43.2] 
AUC 0‐14D (mg∙day/L)  280 [209, 322]  300 [213, 484]  134 [66.3, 296]  127 [92.3, 171] 
AUC 0‐28D (mg∙day/L)  724 [555, 860]  727 [534, 1320]  304 [196, 600]  524 [357, 684] 
AUC 0‐60D (mg∙day/L)  991 [719, 1240]  1360 [1010, 2810]  352 [218, 774]  796 [487, 1190] 
Time> EC90  27.8 [22.4‐31.7]  41.7 [35.5‐56.0]  5.27 [0‐18.3]  21.5 [12.8‐28.9] 
TEC90  4.96 [3.94, 8.30]  4.11 [2.21, 7.96]  11.6 [4.73, 14.9]  12.0 [9.76, 16.2] 

AUC:  Area  under  the  plasma  concentration‐time  curve.  EC90:  90%  effective  miltefosine  concentration, 
equivalent  to  10.6  µg/mL.  Time  >  EC90:  Time  that  the  miltefosine  concentration  was  over  the  in  vitro 
susceptibility  value  EC90  during  the  first  60  days  of  treatment.  TEC90:  Total  time  that  the  miltefosine 
concentration was over the in vitro susceptibility value EC90. 
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Figure 2.4.5  Miltefosine relative bioavailability over time. (1) Red dashed line describes the effect of disease 

(VL or PKDL) and  the effect of LAmB on relative bioavailability.  (2) Blue dashed  line describes 

the  effect  of  cumulative  dose  on  relative  bioavailability.  (3) Green  solid  line  is  the  resulting 
cumulative bioavailability of all three effects over time. 

 

The SIR results  indicated a high correlation between miltefosine CL/F and Vd/F of the 

central compartment (V2). Since the IIV on Vd/F could not be identified, the same ETA 

distribution was assumed for CL/F and Vd/F assuming 100% correlation, with a scaling 

factor  estimated  at  0.45  (dOFV  ‐22)  (Table  2.4.4).  The  final model,  which  includes 

effects  of  disease,  cumulative  dose,  and  interaction  with  LAmB  on  miltefosine  F, 

provided an adequate description of miltefosine observations  in PKDL and VL patients 

who  received  different  combination  regimens.  Goodness‐of‐fit  plots  (Supplementary 

Figure S2.4.3) and  the VPC  (Figure 2.4.6) based on  the  final model  showed no major 

deviations. Miltefosine exposure during the first week of treatment (AUC0‐D7) was 3.6‐

fold higher in PKDL patients compared to VL patients (Table 2.4.5). Overall exposure in 

patients  receiving  28‐days miltefosine  treatment  (AUC0‐D28) was  38%  higher  in  PKDL 

patients  compared  to  VL  patients.  Due  to  differences  in  initial  drug  accumulation, 

miltefosine plasma concentrations reached EC90  (TEC90) already after 4 versus 12 days 

of treatment in PKDL and VL patients, respectively. 
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Figure 2.4.6  Prediction  corrected  visual predictive  checks of  the  final miltefosine pharmacokinetic model. 

The solid lines represent the median of the observed values, the dashed lines the 25th and 75th 

percentiles of the observed values. The dark and  light blue areas  indicate the 95% confidence 
intervals of the simulated median and percentiles, based on 200 simulations. 

4.  Discussion 

Large and potentially clinically relevant differences in drug exposure and PK parameters 

of  paromomycin  and  miltefosine  were  for  the  first  time  identified  and  quantified 

between  PKDL  and  VL  patients  in  Eastern  Africa.  PKDL  patients  had  a  26%  lower 

exposure  to  paromomycin  at  the  end  of  treatment, which was  caused  by  a  higher 

maximum  capacity  for paromomycin accumulation  in  tissue  (Bmax) and higher plasma 

clearance  due  to  a  better  renal  function. Miltefosine  exposure  at  day  28 was  38% 

higher in PKDL patients, caused by a higher F due to better gastrointestinal absorption. 

Moreover,  EC90 was  already  reached  after 4 days of  treatment  (TEC90),  compared  to 

12 days  in VL patients, caused by a considerably  faster miltefosine absorption  rate  in 

PKDL patients. The lower paromomycin plasma exposure in PKDL patients might explain 

the  fewer  cases  of  nephrotoxicity  and  ototoxicity  found  in  PKDL  patients,  and  the 

current maximal paromomycin dose of 20 mg/kg/day based on VL patients might be 

increased in PKDL patients. On the other hand, the increased miltefosine exposure and 

faster  TEC90  in  PKDL  patients might  improve  treatment  efficacy.  These  considerable 
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differences  in  exposure  indicate  that  dosing  regimens  could  not  be  directly 

extrapolated from VL to PKDL.  

 

The population PK models allowed  to  identify different mechanistic effects  to explain 

nonlinearities  in  paromomycin  and  miltefosine  PK,  as  well  as  disease‐related  PK 

differences between VL and PKDL patients. PKDL and VL patients were from the same 

regions and were therefore comparable in terms of demographics such as age and body 

size,  except  for  disease‐associated  biomarkers  such  as  creatinine,  albumin  and 

neutrophils, and were  therefore particularly  suitable  for  the  identification of disease‐

specific effects.  

 

In  the paromomycin model, the observed  time‐depending exposure was explained by 

both  saturable  distribution  plus  the  relative  change  in  renal  function.  Bmax  in  PKDL 

patients was 1.7‐fold (95%CI: 1.21‐2.45) higher than in VL patients, which explained the 

observed  faster  decrease  in  paromomycin  concentration  within  4  hours  post‐dose. 

Moreover, the higher Bmax found in PKDL patients might indicate a better toleration for 

aminoglycoside‐induced renal toxicity, likely due to more functional cells or better cell 

recovery corroborated by a better baseline renal function. Aminoglycosides are known 

to  be  internalized  by  the  transmembrane  protein  megalin  and  accumulate  in  cell 

lysosomes, which  results  in  cell  death  and  further  toxicity  (e.g.,  nephrotoxicity  and 

ototoxicity).  However,  it  is  unclear  whether  the  toxicity  is  related  to  local  drug 

concentration  or  caused  by  the  drug  release  from  lysosomes  that would  take  place 

when the accumulation reaches a critical threshold21‐23. The framework of the current 

model  can be extended  to other  aminoglycosides  to  further explore  the  relationship 

between drug‐induced toxicity and drug accumulation in tissues.  

 

Given  that  paromomycin  is  predominantly  cleared  renally,  a  relationship  between 

paromomycin  CL/F  and  renal  function was  expected11.  The  change  in  paromomycin 

CL/F was found to follow the individual change in creatinine levels or eGFRabs during the 

14‐day treatment period, rather than the baseline creatinine or eGFRabs. This suggests 

that  the  measured  creatinine  level  was  not  directly  reflecting  the  baseline  renal 

function  in PKDL  and VL patients, possibly due  to  either  a  lack of  standardization of 

creatinine measurements or the  lack of validated equations to estimate GFR based on 

creatinine in this relatively ill and malnourished population, or a combination of both47. 

The  validity  of  current  eGFR  estimation  methods  in  similar  populations  has  been 

questioned previously48.  

 

For miltefosine, F decreased by 69%  (95%CI: 62‐76)  in VL patients at  treatment start, 

while in PKDL patients no initial decrease in F was presented. The ka in VL patients was 

0.99  1/day  (95CI:  0.84‐1.17),  comparable  to  previously  reported  values  of 

0.4 ‐1.6 1/day14,15,35. The ka  in PKDL patients was described  for the  first time, equal to 
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5.43 1/day  (95%CI: 4.54‐6.26), which was much  faster  compared  to VL patients, but 

comparable to the ka of 8.64 1/day reported for cutaneous leishmaniasis patients49. The 

decreased  F  as well  as  the  slower  ka  in VL  patients  suggests  a  poor  gastrointestinal 

absorption  in  VL  patients  owing  to  a more  severe  disease  status.  In  line  with  the 

previous miltefosine model14,  the  accumulation  of miltefosine  in  plasma  reached  a 

plateau after  three weeks of  treatment  in both PKDL and VL populations, which was 

explained by  a decrease  in  F over  the  treatment period  related  to  cumulative dose. 

Estimation  of  the  dose  effect  on  the  absorption  process  over  the whole  treatment 

period  was  improved  due  to  the  combination  of  PKDL  and  VL  patient  data  in  one 

analysis. 

 

This  analysis  identified  a  potential  drug‐drug  interaction  between  miltefosine  and 

LAmB.  In  PKDL  patients  given miltefosine  together with  LAmB,  the  F  of miltefosine 

during the LAmB treatment period was 8.6% (95%CI: 2‐15) lower than in patients given 

miltefosine  and  paromomycin  combination  treatment,  leading  to  a  10%  lower 

miltefosine exposure  in the first week.  In theory, free or micellular miltefosine can be 

incorporated  into  the  liposomes  of  LAmB39,40.  However,  this  additional  miltefosine 

clearance  route  might  actually  be  beneficial  for  increased  miltefosine  target‐site 

exposure and activity/efficacy as liposomes are preferentially phagocytized by parasite‐

infected macrophages50.  

 

Exposure‐response  relationships  should  be  established  in  PKDL  patients  in  order  to 

further optimize paromomycin and miltefosine dosing in more detail. Drug exposure in 

the skin lesions will most likely be more relevant for the exposure‐efficacy relationship 

in  PKDL.  The  largely  decreased  exposure  for  paromomycin  in  PKDL  patients  in 

combination with the improved tolerability, potentially indicates that a higher maximal 

mg/kg/day paromomycin dosing is applicable for PKDL patients than the 20 mg/kg/day 

previously established in VL patients.  Particularly large observed impediments in both 

extent and rate of oral absorption for miltefosine in VL patients which were not present 

in PKDL patients, question more generally the direct extrapolation of dosing regimens 

from VL  to PKDL. Typically,  treatment  regimens  are being evaluated  for efficacy  and 

tolerability in VL and these regimens are then directly extrapolated, potentially with an 

extension  in  treatment  duration,  to  PKDL.  Our  results  indicate  that  this  direct 

extrapolation  is certainly not necessarily valid, particularly for oral and renally cleared 

drugs. Given that the current drugs in the drug development pipeline for VL are all oral 

new chemical entities, this should be taken into account when the first PKDL regimens 

for  these  drugs  are  being  evaluated  clinically,  e.g.,  by  the  implementation  of more 

extensive dose‐finding studies.  

 

In conclusion, we have shown that drug exposure to paromomycin was  lower  in PKDL 

patients, while miltefosine  exposure was  higher  compared  to VL  patients  in  Eastern 
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Africa,  for  which  various  disease‐specific  mechanisms  affecting  the  absorption, 

distribution  and  elimination  of  these  drugs  were  identified  and  characterized.  This 

study  illustrates and highlights  the difficulty of directly extrapolating dosing  regimens 

between  VL  and  the  various  other  dermal  clinical  presentations  of  leishmaniasis, 

particularly for oral and renally cleared drugs. 
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Figure S2.4.1 Creatinine concentrations in PKDL patients (left panel) and in VL patients (right panel) over time. 
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Figure S2.4.2 Goodness‐of‐fit plots  for  the  final paromomycin pharmacokinetic model.  (a) Observed versus 

population predicted paromomycin concentrations,  (b) observed versus  individually predicted 
paromomycin  concentrations,  (c)  conditional weighted  residuals  (CWRES)  versus  population 

predicted concentrations, and (d) CWRES versus time after last dose. 
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Figure S2.4.3 Goodness‐of‐fit  plots  for  the  final miltefosine  pharmacokinetic model.  (a)  Observed  versus 

population predicted paromomycin concentrations,  (b) observed versus  individually predicted 

paromomycin  concentrations,  (c)  conditional weighted  residuals  (CWRES)  versus  population 
predicted concentrations, and (d) CWRES versus time after last dose. 
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Abstract 

Background:  In order to expedite the development of new oral treatment regimens for visceral 

leishmaniasis (VL), there is a need for early markers to evaluate treatment response and predict 

long‐term outcomes.  

Methods: Data from three clinical trials were combined  in this study, where Eastern African VL 

patients received various antileishmanial  therapies. Leishmania kinetoplast DNA was quantified 

in whole blood with real‐time quantitative PCR (qPCR) before, during and up to six months after 

treatment. The predictive performance of pharmacodynamic parameters for clinical relapse was 

evaluated  using  receiver‐operating  characteristic  curves.  Clinical  trial  simulations  were 

performed to determine the power associated with the use of blood parasite load as a surrogate 

endpoint to predict clinical outcome at six months.  

Results: The absolute parasite density on day 56 after start of treatment was found to be a highly 

sensitive predictor of relapse within six months of follow‐up at a cut‐off of 20 parasites/mL (AUC 

0.92, specificity 0.91, sensitivity 0.89). Blood parasite  loads correlated well with  tissue parasite 

loads (=0.80) and with microscopy gradings of bone marrow and spleen aspirate smears. Clinical 

trial simulations  indicated a >80% power to detect a difference  in cure rate between treatment 

regimens  if  this difference was high  (>50%) and when minimally 30 patients were  included per 

regimen. 

Conclusion: Blood Leishmania parasite  load determined by qPCR  is a promising early biomarker 

to predict  relapse  in VL patients. Once optimized,  it might be useful  in dose  finding  studies of 

new chemical entities.  
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1.  Introduction 

There  is an urgent need  to develop  field‐adapted oral efficacious  treatments  for  the 

neglected  tropical parasitic disease  visceral  leishmaniasis  (VL), particularly  in  Eastern 

Africa. New candidates with different mechanisms of action have been  identified and 

are progressing to clinical development1. To facilitate drug development, accurate tools 

are needed to evaluate treatment efficacy early after the treatment, which is a specific 

research  priority  for  neglected  tropical  diseases  according  to  the  World  Health 

Organization  (WHO)2,3. This will allow early selection of promising drug  regimens and 

will reduce the number of subjects exposed to regimens with poor efficacy.  
 

Treatment evaluation  is complicated,  since  initially cured patients can  relapse due  to 

recrudescence of parasites, which  is a  long‐term event  that  is particularly difficult  to 

predict4.  Therefore,  definitive  cure  in  Eastern  African  VL  clinical  trials  is  generally 

assessed  at  six  months  after  completion  of  treatment,  defined  as  a  negative 

parasitological test of cure at the end of treatment (absence of Leishmania amastigotes 

in spleen or bone marrow aspirate smears by microscopy), lack of VL clinical symptoms 

and  no  requirement  for  rescue  treatment  during  6 months  follow‐up.  To  speed  up 

treatment  evaluation,  sensitive  and  specific  biomarkers  are  needed  to  monitor 

treatment  response  and  predict  relapses.  These  biomarkers  would  be  particularly 

useful in clinical trials with new chemical entities, where they could serve as a surrogate 

endpoint at an early time point after treatment.  
 

Splenic  aspiration  is  an  invasive  procedure,  associated  with  risk  of  severe 

hemorrhage5,6, and cannot be performed in patients with unpalpable or reduced spleen 

size  at  the  end  of  treatment.  Quantification  of  blood  parasite  load  by  real‐time 

quantitative PCR  (qPCR)  can be  an  alternative: previous  results  suggest  that positive 

blood parasite load after treatment is associated with a higher risk of VL relapse7‐19. In 

HIV  co‐infected  patients,  blood  parasite  load  >10  parasites/mL  preceded  clinical 

relapse7. However,  risk of VL  relapse  in HIV  co‐infection  is  affected by other  factors 

such as CD4 count11. In Eastern Africa, the region with the highest VL incidence globally, 

very  limited Leishmania qPCR data has been published  in the context of VL20,21; only a 

small study in 11 patients focused on the relation with clinical outcome19.  
 

To evaluate  the pharmacodynamic potential of blood parasite  load as a predictor  for 

clinical  relapse,  we  longitudinally  quantified  the  blood  parasite  load  using  qPCR  in 

patients from three multicenter Eastern African clinical trials. The first objective was to 

identify the most optimal predictor for VL treatment outcome at six months in terms of 

absolute or relative blood parasite load and time of sampling. Secondly, blood parasite 

loads were compared with tissue aspirate parasite loads to assess whether the parasite 

biomass  in whole blood  is  reflecting  that  in  the primary  infected organs. Thirdly,  the 

sensitivity of blood  and  tissue qPCR parasite  loads were  compared with microscopic 
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readings  of  tissue  samples.  Lastly,  the  predictive  power was  quantified  for  different 

clinical trial scenarios with variable efficacy rates where this pharmacodynamic marker 

could hypothetically be used as early surrogate endpoint. 

2.  Methods 

2.1   Study sites and patients  

Data originated from three Phase II open‐label randomized clinical trials, to assess the 

safety and efficacy of different  treatment  regimens  in  the  treatment of VL  in Eastern 

Africa:  LEAP0208  (NCT0106744321);  LEAP0714  (NCT02431143  [22]);  and  FEXI  VL  001 

(NCT01980199).  Ethical  approval  was  obtained  from  national  and  local  Ethics 

Committees in Kenya, Sudan, and Uganda. Further patient and treatment details can be 

found in Supplementary Material 3.1.  

2.2  Clinical assessment of efficacy and sample collection 

An initial cure was defined by improvement of clinical signs and symptoms of VL and a 

negative  parasitological  test  of  cure  by microscopy  at  day  28.  Patients who  died  or 

required  rescue  treatment  before  completion  of  study  treatment  were  considered 

initial  treatment  failures.  A  definitive  cure  at  day  210  (6 months) was  defined  as  a 

patient who  had  initial  cure  and  remained  free  of  VL  signs  and  symptoms,  i.e.,  no 

occurrence  of  relapse  during  the  follow‐up  period  and  no  requirement  for  rescue 

treatment. 
 

Microscopic  parasitological  assessments  on  aspirate  smears  from  lymph  node,  bone 

marrow, or spleen (LEAP0208 and FEXI VL 001), or spleen or bone marrow (LEAP0714) 

were performed at baseline and on day 28 in all studies; it was repeated at day 56, day 

210 or  in an unscheduled visit  if clinically  indicated, due  to  reappearance of VL  signs 

and symptoms, suspecting of relapse.  In LEAP0714 and FEXI VL 001, part of the tissue 

aspirate samples intended for microscopy were also collected to perform qPCR. Whole 

blood  EDTA  samples with  a  volume  of  200  µL were  collected  for  pharmacodynamic 

assessment prior to treatment and nominally on day 3, 7, 14, 28, 56, 210 (LEAP0208), 

on  day  3,  7,  14,  21,  28,  56  (LEAP0714),  and  on  day  1,  3,  5,  8,  11,  14,  28,  56,  210 

(FEXI VL 001).  

2.3  Microscopy and molecular methods 

Parasitological assessments  in  the  studies were adapted according  to  the practice of 

tissue  aspiration  (spleen,  bone  marrow  and  lymph  node)  for  VL  diagnosis  in  the 

different  countries.  In  LEAP0208, parasitological assessment by microscopy was done 
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on  lymph node aspirates  (Dooka, Kassab),  spleen aspirates  (Kimalel) or bone marrow 

aspirates  (all  sites).  In  LEAP0714,  spleen  aspirates were  collected  or,  under  specific 

circumstances  (see22),  bone marrow  aspirates.  In  FEXI  VL  001,  lymph  node  or  bone 

marrow  samples were  collected. Aspirates were  smeared  on  two  slides  per  sample, 

stained with Giemsa and graded on a  semi‐quantitative  logarithmic  scale  from 0  (no 

parasites  in  1000  microscopic  fields)  to  6+  (>100  parasites  per  microscopic  field). 

Measurements  of  the  Leishmania  parasite  load  in  whole  blood  samples  and  tissue 

samples were performed using a qPCR method targeting Leishmania kinetoplastid DNA 

(kDNA). A detailed description of the DNA extraction, used primers, and qPCR protocol 

can be found in Supplementary Material 3.1.  

2.4  Data and statistical analysis  

Data cleaning, statistical analysis, and clinical trial simulations were performed with R 

(version  3.5.1).  qPCR  data  were  excluded  from  the  analysis  for  patients  who  were 

considered  initial treatment failures, for samples collected after rescue treatment was 

given,  or  for  samples  considered  unreliable.  Absolute  blood  parasite  concentrations 

and relative changes over time were evaluated for their ability to discriminate between 

cured  and  relapsed  patients.  Absolute  and  log‐transformed  data  were  checked  for 

normality  and  equal  variances  using  the  Shapiro‐Wilk  test.  Logistic  regression  was 

performed  by  an  unpaired  one‐sided Wilcoxon  signed  rank  test  to  compare  blood 

parasite  loads at baseline, day 28, and day 56 after start of  treatment. Subsequently, 

receiver‐operating  characteristic  (ROC)  curves  were  generated  with  the  R  package 

“pROC” and “plotROC”. The area under the curve (AUC) was compared to find the most 

predictive parameter  for clinical relapse  in terms of  follow‐up day  (day 14, day 28, or 

day  56  after  start  of  treatment),  and  absolute  parasite  load  or  relative  to  baseline. 

Furthermore, the interplay between sensitivity and specificity of blood parasite load as 

a biomarker was evaluated and the optimal cut‐off value was determined.  

 

To  evaluate  the  correlation  between  blood  parasite  load  and  tissue  parasite  load 

obtained by qPCR, Spearman’s  rank correlation  rho was determined. The  relationship 

between  the  two  sources  was  determined  by  linear  regression  on  log‐transformed 

data,  excluding  data  below  the  limit  of  quantitation  (BLQ).  The  correlation  between 

available matched  qPCR  blood  and  tissue  loads  and microscopy  gradings  of  aspirate 

smears was evaluated visually. To evaluate the sensitivity of the qPCR and microscopy 

method, the percentage of samples having detectable parasites was compared.  

2.5  Surrogate endpoint evaluation 

Finally, clinical trial simulations were performed to evaluate the predictive performance 

and power  associated with  the use of qPCR blood parasite  load on either day 28 or 

day 56 as a surrogate endpoint to predict final clinical outcome at six months. For this 
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we used non‐inferiority clinical trial scenarios where a control treatment arm (90% cure 

rate  at  six  months),  representing  current  standard  of  care1,  was  compared  to  an 

alternative  treatment arm with  lower, varying, cure  rates  (20%, 40%, 60%, and 80%). 

Patient populations  (n=10, 20, 30, 40, 50) were  sampled with  replacement  from  the 

pool of cured (n=143/147) and relapsed (n=30/32) patients on day 28/56 in our original 

dataset. While  the actual  cure  rate was pre‐defined,  the predicted  cure  rate of both 

populations was derived based on blood parasite  load at day 28 or 56, based on  the 

optimal  cut‐off.  To  simulate  the  performance  of  the  qPCR  procedure  realistically, 

previously excluded and missing  samples were  included  in  these  simulations. Fisher’s 

exact  test was used  to  test  if  these populations had  significantly different predicted 

cure  rates,  based  on  blood  parasite  load.  Per  scenario,  1000  clinical  trials  were 

simulated. The power was defined as the number of times a significant difference was 

found between treatment arms and was considered adequate when >80%. 

3.  Results 

In  total, blood parasite  loads were available  from 177 patients,  (n=134  for LEAP0208, 
n=29 for LEAP0714, n=14 for FEXI‐VL‐001), treated with 5 different treatment regimens. 
Overall, 15.8% of blood and 16.3% of tissue qPCR data had to be excluded (Table 3.1.1). 
Main reasons for exclusion of data were an unreliable or incomplete DNA extraction of 
the  sample  (based  on  glyceraldehyde  3‐phosphate  dehydrogenase  (GAPDH)),  bad 
sample quality, or insufficient sample material. None of the microscopic readings were 
excluded.  
 
Table 3.1.1  Overview of the data used for logistic regression (Day 0, 28, 56) and ROC analysis (Day 14, 28, 

56),  specifying  collected  and  excluded  qPCR  blood  samples,  qPCR  tissue  samples  and 
microscopy scores derived from splenic or bone marrow aspirates. 

  Blood qPCR  Tissue qPCR  Microscopy score 

Day  Study  Collected 
samples 

Excluded 
samples (%) 

Collected samples  Excluded 
samples (%) 

Available readings 

0  LEAP0208  131  14 (11)  N/A  N/A  131 
  LEAP0714  30  13 (43)  30  0 (0)  30 
  FEXI VL 001  14  5 (36)  10  0 (0)  14 
  Total  175  32 (18)  40  0 (0)  174 
14  LEAP0208  139  18 (13)  N/A  N/A  N/A 
  LEAP0714  30  12 (40)  N/A  N/A  N/A 
  FEXI VL 001  14  5 (36)  N/A  N/A  N/A 
  Total  183  35 (19)  N/A  N/A  N/A 
28  LEAP0208  130  13 (10)  N/A  N/A  126 
  LEAP0714  29  5 (17)  29  7 (24)  28 
  FEXI VL 001  14  5 (36)  13  5 (38)  14 
  Total  173  23 (13)  42  12 (29)  168 
56  LEAP0208  136  12 (9)  N/A  N/A  8 
  LEAP0714  29  2 (7)  1  0 (0)  1 
  FEXI VL 001  13  4 (31)  4  1 (25)  N/A 
  Total  178  18 (10)  5  1 (20)  9 
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A  difference  in  blood  parasite  load  dynamics  between  cured  and  relapsed  patients 
could be observed in all treatment groups (Figure 3.1.1). In total, cured patients had a 
significantly  lower parasite  load on day 28 (p=3.91‐06) and on day 56 (p=2.58‐14) (Table 
3.1.2). Remarkably, cured patients also had a significantly lower baseline parasite load 
(p=0.030). This correlation has been demonstrated earlier  for  tissue baseline parasite 
loads  detected  by microscopy  in  HIV  co‐infected  patients23.  Baseline  parasite  loads 
were not significantly different between treatment groups. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3.1.1  Median absolute parasite  load of cured patients (red  line) and relapsed patients (blue  line) at 

baseline, day 14, 28 and 56, stratified per treatment arm. Error bars represent the inter‐quartile 

range. Grey dashed lines represent end of treatment. 

 
 

Table 3.1.2  Blood parasite  loads quantified by qPCR at baseline, day 28, and day 56, stratified by clinical 
outcome at 6 months follow‐up.  

Day  Total  Cure    Relapse    Difference 

   N  N  Parasites/mLa  N  Parasites/mLa  p‐valueb 

0  143  117  3070 (720‐16290)  26  9760 (2574‐63195)  0.030* 

28  150  123  0 (0‐1.5)  27  20 (0‐230)  3.91e‐06* 
56  156  130  0 (0‐2.75)  26  270 (59.2‐1242)  2.58e‐14* 

aValues  are  given  as median  (inter‐quartile  range);  bWilcoxon  test  on  absolute  parasite  concentrations;  * 

Significant difference when p<0.05. 
 

 

The ROC AUC for absolute blood parasite  load classifying clinical relapse (Figure 3.1.2) 

was highest on day 56 (0.92), compared to day 14 (0.71) and day 28 (0.74). The optimal 

cut‐off  value  on  day  56 was  20  p/mL,  corresponding  to  a  sensitivity  of  89%  and  a 

specificity of 91%. ROC curves of relative parasite load at day 14, 28, or 56 in relation to 

baseline were also evaluated, resulting in comparable AUCs (0.93 on day 56), and thus 

the absolute parasite load was preferred since only a single sample is needed. Based on 

a  threshold  of  20  p/mL  on  day  56,  67.6%  of  patients  in  this  study  were  correctly 

categorized as  relapsed  for day 210 outcome,  taking  into account missing samples  to 

evaluate  the  overall  performance  of  the  sampling  procedure,  extraction,  and  qPCR 

method. Without missing  samples,  85.2%  of  patients were  correctly  categorized  as 

relapsed,  representing  the  performance  of  the  qPCR method.  Relapsed  patients  not 
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predicted at day 56 relapsed at day 68, 86, 108, and 112, whereas correctly predicted 

relapsed patients relapsed at day 102 (median) (IQR 64.5‐136.5).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3.1.2  ROC curves of absolute parasite  load as predictor of clinical  relapse on day 14, 28, and 56 of 

follow‐up. AUC  represents the  integrated area under  the ROC curve. Green  line: day 14  (AUC 
0.71). Red line: day 28 (AUC 0.74). Blue line: day 56 (AUC 0.92). 

 

 

There was a significant correlation between matching log‐transformed blood and tissue 

qPCR results (ρ = 0.80), indicating an approximately 2 log higher parasite load in spleen, 

bone  marrow,  or  lymph  node  compared  to  whole  blood  (Figure  3.1.3).  In  total, 

302 blood  qPCR  samples  and  71  tissue  qPCR  samples  were  compared  to matching 

microscopy gradings of tissue aspirate smears (Figure 3.1.4 and 3.1.5). When stratified 

by  tissue  source,  there was  a  positive  trend  between  the  two  scores,  especially  in 

samples  from  bone  marrow  and  spleen.  At  start  of  treatment,  parasites  were 

detectable by microscopy in all tissue samples (microscopy grading >0), whereas 6% of 

matching  blood  qPCR  samples were  negative  (Table  3.1.3). When  no parasites were 

detected  by microscopy  on  day  28,  parasites were  still  detected  by  qPCR  in  36%  of 

blood samples  (Table 3.1.3). Parasites were detectable by qPCR  in all of  the available 

tissue samples (data not shown).  

 

In the clinical trial simulations, absolute blood parasite load on either day 28 or day 56 

was  evaluated  as  a  surrogate  endpoint  to predict  clinical  cure  for  various  treatment 

regimens,  with  a  threshold  of  ≤20  p/mL  based  on  the  ROC  curves.  The  power  of 

different  simulation  scenarios  is  shown  in  Figure  3.1.6.  Clinical  trial  simulations 

demonstrated that the power to detect a difference in cure rate was higher when blood 

parasite load on day 56 was used, instead of day 28, in accordance with the ROC curves. 
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When  blood  parasite  load  on  day  56 was  used,  clinical  trials  only  achieved  a  >80% 

power when  the  difference  in  cure  rate was  high  (>50%)  between  the  hypothetical 

investigational  regimen and a  standard of care  regimen with an efficacy of 90%, and 

when  sufficient  patients  were  included.  For  example,  to  identify  an  insufficient 

treatment regimen with 40% cure rate, at least 30 patients per treatment regimen need 

to be included. For alternative treatment regimens with higher cure rates, no adequate 

power was achieved with a sample size ≤50 subjects per treatment regimen. 
 

Table 3.1.3  Number (%) of positive and negative blood qPCR loads versus microscopy gradings for matching 

samples  at  day  0  (N=143)  and  day  28  (N=135).  Microscopy  gradings  >0  were  considered 
positive. 

  Day 0  Day 28 

   Microscopy grading  Microscopy grading 

   Positive  Negative  Positive  Negative 

Total (N)  143  0  10  135 

Matching blood qPCR loads         
    Positive (N (%))  135 (94%)  0 (0%)  7 (70%)  48 (36%) 

    Negative (N (%))  8 (6%)  0 (0%)  3 (30%)  87 (64%) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

 

 
 

 

Figure 3.1.3  Correlation  between  log‐transformed  qPCR  blood  and  tissue  parasite  load  (matching 
ID/timepoint)  determined  in  bone marrow  aspirates  (red),  lymph  nodes  (green),  and  spleen 

aspirates  (blue).  Tissue  samples  include  4  drops  of  bone marrow  aspirate  (~200  µL),  or  the 

remainder  in  the  needle  of  the  spleen  or  lymph  node  aspiration.  Data  below  the  limit  of 
quantification are shown as 1 p/mL. Linear regression line (solid line) is based on the combined 

data, excluding data below the limit of quantification: y = 1.5 + 0.97x.  
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Figure 3.1.4  Correlation between  log‐transformed qPCR blood parasite  load and grading of amastigotes  in 
aspirate smears by microscopy, stratified by parasite load according to tissue source. 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

 
 

 

Figure 3.1.5  Correlation between  log‐transformed qPCR tissue parasite  load and grading of amastigotes  in 
aspirate  smears by microscopy,  stratified by parasite  load  according  to  tissue  source.  Tissue 

samples include 4 drops of bone marrow aspirate (~200 µL), or the remainder in the needle of 

the spleen or lymph node aspiration. 
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Figure 3.1.6  Predictive power of blood parasite load is shown for day 28 (left panel) and day 56 (right panel), 

with  clinical  cure  defined  as  parasite  load  <=20  p/mL.  The  difference  in  cure  rate  is  the 

difference between the alternative treatment regimens (20%, 40%, 60%, or 80% cure rate) and 

the  reference  treatment  regimen  (90%  cure  rate).  Sample  size  ranges  from  n=10  to  n=50. 
Dotted horizontal line represents the 80% power cut‐off. 

 

4.  Discussion 

In  this study, various parasitemia parameters were evaluated  for  their sensitivity and 
specificity  in  classifying  and  predicting  final  treatment  outcome  in  a  large  Eastern 
African VL patient population. Absolute parasite  load on day 56 was a highly sensitive 
predictor of relapse at a cut‐off of 20 p/mL. When compared to other approaches, the 
surrogate marker can be assessed early (day 56 instead of 6 months) compared to IgG1 
antigen detection24  and more  specific  compared  to  antigen detection  in urine25.  The 
low  cut‐off  value  found  in  this  study  indicates  that  blood  parasite  loads  as  low  as 
20 p/mL are associated with a higher risk of disease relapse, even when patients do not 
yet  present  reoccurrence  of  clinical  symptoms.  Previously  this  has  only  been 
demonstrated  in  HIV  co‐infected  patients, where  values  ranging  from  0.03‐42  p/mL 
indicated relapse7,17,18,26.  
 
A potential drawback of this biomarker is that blood represents only a proximal site for 
the  total  parasite  biomass  in  the  human  host,  of which  the mainstay  is  resident  in 
infected organs (e.g., liver, spleen and bone marrow). This is in line with our findings, as 
qPCR  was  approximately  2‐log  higher  in  tissue  compared  to  whole  blood.  Another 
potential  source of bias might be  lingering kDNA of dead parasites  in  the circulation. 
However,  a  rapid  clearance  of  circulating  Leishmania  kDNA  immediately  after 
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treatment  initiation  has  been  shown  previously,  following  clinical  recovery13. 
Additionally, qPCR blood parasite  load showed a good correlation with qPCR parasite 

load  in  tissue  (=0.80),  indicating  that whole blood  is a  good proxy  compartment  to 
monitor the parasite biomass in the infected tissues. 
 
qPCR  has  been  shown  to  be  a  sensitive  method  to  measure  blood  parasite  load 
previously16,18,19,27,28, as well as in this study. Both blood and tissue qPCR parasite loads 
showed  a  correlation  with  microscopy  gradings  from  aspirate  smears;  the  clearest 
trend  was  observed  between  spleen  qPCR  and microscopy  gradings.  The  observed 
correlation is in line with previous data from India29. qPCR analysis seems to be a more 
sensitive method,  as parasites were detectable by qPCR  in  all  tissue  samples  and  in 
76.7% of blood samples, compared to 60.5% of tissue samples by microscopy. The high 
sensitivity of qPCR on whole blood, as well as the convenience for the patient, suggest 
that qPCR is a suitable method for regular patient monitoring. Noteworthy, detectable 
qPCR  blood  or  tissue  parasite  loads  at  end  of  treatment  or  during  follow‐up  were 
observed  in patients considered clinically cured. This could  indicate  that patients can 
still harbor Leishmania parasites at  low  levels, but nevertheless remain asymptomatic. 
In  the context of a clinical  trial  this means negative blood qPCR  loads cannot  replace 
the gold standard of microscopic examination as a test of cure to define initial cure and 
the clinical value of a positive qPCR in a patient without clinical signs and symptoms of 
disease remains to be defined.  It could  indicate the need for closer follow‐up but not 
directly rescue treatment, as  for an  immunocompetent patient the  immune system  is 
expected to control the infection, conferring long‐lasting protection30,31.  
 
To  evaluate  the  usefulness  of  early  blood  parasite  load  as  a  surrogate  endpoint  for 
long‐term clinical outcome in clinical trials evaluating novel drug regimens, clinical trial 
simulations  were  performed.  The  use  of  blood  parasite  load  on  day  56  might  be 
suitable to identify insufficient treatment regimens or dose levels with a very poor cure 
rate of 40% or  less and stop early  for  futility. However, the power will  improve when 
the number of excluded samples can be reduced, e.g., by improving the performance of 
DNA extraction.  
 

With the introduction of new chemical entities as clinical candidates for VL treatment, 

there  is a need  for better and more accurate  tools  to evaluate  their efficacy at early 

time‐points, as  to allow  for adaptive  study design  to  select promising drug  regimens 

and reduce the number of subjects exposed to regimens with poor activity. This is the 

first study  that evaluated  the predictive value of qPCR  for  long‐term clinical outcome 

and its use as a surrogate endpoint in clinical trials for VL, by using a large dataset from 

different  studies  in  Eastern  African  VL  patients,  including  treatment  regimens  with 

different  cure  rates.  The  absolute  parasite  load  on  day  56  was  a  highly  sensitive 

predictor  of  relapse  at  a  cut‐off  of  20  p/mL,  and  its  potential  application  has  been 

shown by clinical trial simulations. However, this cut‐off value  is based on the studied 

data only, and the exact threshold and time‐point may need to be optimized for future 
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compounds, depending on  their pharmacokinetic properties,  treatment duration, and 

ultimately  their  effect  on  parasite  dynamics. With  the  increase  in molecular  biology 

capacity  in areas endemic  for VL, we expect  that  it would be  feasible  to put  this  tool 

into practice in clinical trial settings. In the near future, validation of molecular biology 

tools  in  blood  could  be  envisaged  to  replace  the  current  invasive  tissue  aspiration 

procedures for parasitological diagnosis and treatment monitoring. 
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Methods 

Study sites and patients 

Analyzed samples originated  from three Phase  II open‐label randomized clinical trials, 

to assess the safety and efficacy of different treatment regimens in the treatment of VL 

in  Eastern  Africa.  Firstly,  clinical  trial  LEAP0208  (NCT010674431)  compared  three 

different treatment regimens: (1) a combination of 10 mg/kg liposomal amphotericin B 

(IV) on day 1  followed by 10 days of  (IM) 20 mg/kg  sodium  stibogluconate  from day 

2‐11  (n=51),  (2)  a  combination  of  10 mg/kg  liposomal  amphotericin  B  (IV)  on  day  1 

followed by 10 days of 2.5 mg/kg/day (maximally 150 mg/day) miltefosine (oral) from 

day  2–11  (n=49),  (3)  monotherapy  with  2.5  mg/kg/day  (maximally  150  mg/day) 

miltefosine  (oral)  for 28 days  (n=51).  Patients were  recruited  in  Kenya  (Kimalel)  and 

Sudan (Dooka and Kassab) and were between 7 and 60 years of age. 

 

Secondly,  clinical  trial  LEAP0714,  (NCT024311432)  studied  paediatric  patients  aged 

4‐12 years who  received a monotherapy of allometric miltefosine dosing  for 28 days 

(ranging between 30 and 100 mg/day). 30 patients were recruited in Kenya (Kacheliba) 

and Uganda  (Amudat). Thirdly, clinical  trial FEXI VL 001  (NCT01980199) studied a  flat 

dosing of 1800 mg/day  fexinidazole  for 4 days,  followed by 1200 mg/day  for 6 days. 

14 adult patients were recruited in Sudan (Dooka).  

 

For  all  studies,  included  patients  showed  VL  clinical  signs  and  symptoms  (fever 

clearance,  reduction  of  spleen  size  and  improvement of  haematological  parameters) 

and  had  a  confirmatory  parasitological microscopic  diagnosis.  All  recruited  patients 

were HIV negative. None presented severe VL, suffered severe malnutrition  (BMI<11) 

or  any  serious  underlying  disease  or  concomitant  severe  infection,  at  the  time  of 

diagnosis.  

 

All  trials  were  conducted  in  accordance  with  the  trial  protocols,  the  International 

Conference on Harmonization  guidelines  for Good Clinical Practice,  local  regulations, 

and the Declaration of Helsinki. Ethical approvals were obtained from national and local 

Ethics Committees  in Kenya, Sudan, and Uganda prior  to  the start of  the  trial  in each 

country. Ethical approval was also granted by LSHTM’s Ethics Committee (#5543), and 

the  Academic Medical  Center Medical  Ethics  Committee  issued  a  'declaration  of  no 

objection'. Study participants or  their parents/guardians  (for  children) gave a written 

signed informed consent before enrolment into the study, including participation in the 

data collection for pharmacokinetic and parasitological assessments. 
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Microscopy and molecular methods 

200 µL from blood samples, 4 drops of bone marrow aspirate corresponding to about 

200 µL, or the remainder in the needle of the spleen or lymph node aspiration samples 

after preparation of  the microscopic  slides, was used  for analysis. DNA  isolation was 

performed  partially  on  site  following  a  modified  Boom  method  using  guanidine 

thiocyanate and silica as described previously3, after which silica samples were stored 

and transported at minimally ‐20°C until the moment of further extraction and analysis. 

The silica samples were washed subsequently with L2‐buffer, ethanol 70% and acetone, 

and DNA and RNA were eluted using 50 µl MilliQ water.  

 

A  duplex  Leishmania  kDNA  and  human  glyceraldehyde  3‐phosphate  dehydrogenase 

(GAPDH) DNA qPCR   was performed by adding an aliquot of 1.25 µl of DNA added to 

11.3 µl amplification mixture containing 6.25 µl iQ Supermix (catalog no. 170‐8862; Bio‐

Rad) or VeriQuest Probe qPCR Master Mix with No Reference Dye (catalog no. 75660), 

0.25 µM kDNA forward primer (5’‐TCCCAAACTTTTCTGGTCCT‐3’), 0.25 µM kDNA reverse 

primer (5’‐TTACACCAACCCCCAGTTTC‐3’), 0.12 µM kDNA probe (5’‐6‐carboxyfluorescein 

[FAM]‐TTCTGCGAAAACCGAAAAATGGGTGC‐BHQ‐3’),  0.025µM  GAPDH  forward  primer 

(5’‐GAAGGTGAAGGTCGGAGTC‐3’),  0.025  µM  GAPDH  reverse  primer 

(5’‐GAAGATGGTGATGGGATTTC‐3’),  and  0.12  µM  GAPDH  probe  (5’  Texas  Red‐

CAAGCTTCCCGTTCTCAGCC‐BHQ‐3’). The qPCR protocol was as follows: 10 min at 50˚C, 

5 min at 95˚C, followed by 40 cycles of 15 s at 95˚C and 45 s at 59˚C, performed using a 

CFX‐96 real‐time machine (Bio‐Rad). 
 
Human  GAPDH  DNA  was  used  as  internal  control  for  validation  of  the  extraction 
procedure. GAPDH  and  kDNA were  amplified  in  the  same PCR  reaction,  leading  to a 
quenching of  the GAPDH  signal at high parasite  loads, which was  taken  into account 
when  assessing  the  extraction  efficiency.  Samples  were  excluded  if  the  GAPDH 
response  indicated  unreliable  or  incomplete  DNA  extraction  of  the  sample,  if  the 
sample quality was bad or if there was not sufficient sample material.  
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Abstract 

Background: With the current treatment options for visceral leishmaniasis (VL), recrudescence of 

the parasite  is  seen  in a proportion of patients. To  improve  treatment efficacy and  to predict 

patient relapse in VL cases, an understanding of the parasite dynamics is crucial. This study aimed 

to characterize the kinetics of circulating Leishmania parasites in blood, during and after different 

antileishmanial therapies and to find predictors for clinical relapse of disease. 

Methods: Data from three clinical trials were combined  in this study, where Eastern African VL 

patients received various antileishmanial regimens. Leishmania kinetoplast DNA was quantified in 

whole blood with  real‐time quantitative PCR  (qPCR) before, during and up  to  six months after 

treatment. An integrated PK‐PD model was developed using non‐linear mixed effects modelling.  

Results: Parasite proliferation was best described by an exponential growth model, with an  in 

vivo  parasite  doubling  time  of  7.8  days  (RSE  12%).  Parasite  killing  by  fexinidazole,  liposomal 

amphotericin  B,  sodium  stibogluconate  and miltefosine was  best  described  by  linear models 

directly  relating drug concentrations  to  the parasite elimination  rate. After  treatment, parasite 

growth was assumed to be suppressed by the host’s immune system, described by an Emax model 

driven by  the  time after  treatment. No predictors could be  identified  for  the high variability  in 

onset  and magnitude  of  the  immune  response. Model‐based  individual  predictions  of  blood 

parasite load at Day 28 and Day 56 after start of treatment were predictive for clinical relapse of 

disease.  

Conclusion:  This  semi‐mechanistic  pharmacokinetic‐pharmacodynamic  model  adequately 

captured the blood parasite dynamics during and after treatment and revealed that high blood 

parasite loads at Day 28 and Day 56 after start of treatment are an early indication for VL relapse, 

which  could  be  a  useful  biomarker  to  assess  treatment  efficacy  of  a  treatment  regimen  in  a 

clinical trial setting. 
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1.  Introduction 

In  Eastern  Africa,  the  region  with  the  highest  visceral  leishmaniasis  (VL)  incidence 

globally,  efficacy  rates of  currently  available VL  therapies  range  from 72%  to 91%1‐3. 

Almost all patients show  improvement of the clinical sings and symptoms and have a 

negative parasitological test of cure by microscopy at the end of treatment, defined as 

initial cure, as a result of a good initial response to the drug treatment. Therapy failure 

occurs  mainly  by  relapse  of  disease  after  initial  successful  treatment  due  to 

recrudescence of parasites, which is a long‐term event that can occur up till 12 months 

after  treatment  or  even  longer4.  Following  successful  treatment  of  VL  infection, 

parasites  can  still  be  latently  present  and  result  in  reactivation  of  the  infection  and 

recurrence of VL once immunity is compromised5‐8. Patients who start VL treatment are 

mostly  malnourished  and  severely  sick,  often  presenting  fever,  hypergamma‐

globulinemia,  and  hematological  depletions  such  as  anemia,  neutropenia,  and 

leucopenia9. These complications might lead to an impaired functioning of the immune 

system, unable  to suppress or eradicate Leishmania parasites10. Once  the patient will 

improve after start of  treatment,  the  immune system might  recover and can clear or 

control the parasites. 
 

It is particularly difficult to predict which patients will relapse, as almost all patients are 

clinically cured at the end of treatment, although some parasites may still remain. The 

quantification  of  the  total  Leishmania  parasite  burden  in  patients might  be  a  good 

approximation of severity of disease and response to treatment. The gold standard  in 

clinical  trials  is quantification of parasites by microscopy  in  aspirates  from  spleen or 

bone marrow, where  the mainstay of parasites  is  resident, performed before start of 

treatment  to confirm VL  infection, at  the end of  treatment  to assess  initial cure, and 

when  relapse  is  suspected.  However,  aspiration  is  a  highly  invasive  procedure  and 

therefore  not  suitable  for  more  regulator  monitoring.  Quantification  of  circulating 

Leishmania kinetoplast DNA (kDNA) in blood by real‐time quantitative PCR (qPCR) is an 

attractive patient‐friendly alternative, which allows the collection of  longitudinal data. 

Previously,  qPCR  blood  parasite  load  showed  a  good  correlation with  qPCR  parasite 

load  in aspirated organ  tissue  (=0.80)11,  indicating  that whole blood  is an adequate 
proxy  compartment  to monitor  the parasite biomass  in  the  infected organs. Positive 

blood  parasite  load  after  treatment  has  been  associated  with  a  higher  risk  of  VL 

relapse12‐24, and the blood parasite load on day 56 after start of treatment was found to 

be a highly sensitive predictor of relapse at a cut‐off of 20 parasites/mL11. This low cut‐

off  value  indicates  that  very  low  blood  parasite  loads  are  already  associated with  a 

higher risk of disease relapse, even when patients do not yet present reoccurrence of 

clinical symptoms.   
 

The phenomenon of asymptomatic recrudescence of parasites without the emergence 

of  clinical  relapse  complicates  the analysis of parasite dynamics  in  relation  to  clinical 
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response11. The analysis of  the parasite dynamics  is  further  complicated by  the  large 

baseline  variability  of  the  parasite  load  and  the  large  inter‐patient  variability  in 

response11. Factors that affect the parasite dynamics and the treatment response may 

depend  on  the  initial  degree  of  parasite  depletion  by  the  treatment,  but  also  on 

parasite‐related factors such as of the total burden of parasites present at the start of 

treatment  or  the  virulence  of  the  parasite.  To  achieve  long‐lasting  cure,  sufficient 

suppression of  the parasite by a proper  functioning  immune  system of  the host  is of 

crucial importance, which might be affected by patient specific factors such as severity 

of VL infection, co‐infections such as HIV, or malnutrition.  

 

A  dynamic  pharmacokinetic‐pharmacodynamic  model  is  needed  to  capture  the 

interplay  between  parasite  growth,  drug  exposure,  drug‐induced  parasite  clearance, 

and  suppression  of  parasite  regrowth  after  treatment  by  the  host.  Whereas  such 

pharmacokinetic‐pharmacodynamic  models  have  shown  to  be  useful  in  the 

understanding of other parasitic diseases such as malaria25‐28,  for Leishmania parasite 

dynamics,  in vivo parasite replication rate or parasite clearance by VL drugs, have not 

been  studied and quantified before.  Longitudinal analysis of  repeated blood parasite 

loads during and after VL treatment will enable characterization of these dynamics11. 

 

In  this  study,  we  aimed  to  develop  a  pharmacokinetic‐pharmacodynamic model  of 

Leishmania blood parasite loads in VL patients receiving various drug regimens, to get a 

better  understanding  of  the  interplay  between  parasite,  drugs  and  host. Moreover, 

using a semi‐mechanistic model we characterized the different effects of VL treatment 

on  parasite  clearance  during  treatment,  to  further  enable  optimization  of  dosing 

regimens or new  combination  regimens.  Lastly,  to predict  the  long‐term  response of 

Leishmania parasites  to  treatment, we  aimed  to  identify  early biomarkers or model‐

derived predictors for parasite recrudescence and clinical relapse of disease. 

2.  Methods 

2.1   Study design, patients, and clinical assessment of efficacy 

Analysed samples originated  from three Phase  II open‐label randomized clinical trials, 

to assess  the safety and efficacy of different VL  treatment  regimens  in Eastern Africa 

(Table  3.2.1).  Clinical  trial  LEAP0208  (NCT010674431)  compared  three  different 

treatment  regimens  in patients  from Kenya  (Kimalel) and Sudan  (Dooka and Kassab): 

(1) a  combination  of  10 mg/kg  liposomal  amphotericin  B  (IV)  on  day  1  followed  by 

10 days of 20 mg/kg sodium stibogluconate (IM) from day 2–11 (n=51) (AmB+SSG10D), 

(2)  a  combination  of  10 mg/kg  liposomal  amphotericin  B  (AmBisome)  (IV)  on  day  1 

followed by 10 days of 2.5 mg/kg/day (maximally 150 mg/day) miltefosine (oral) from 
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day 2–11  (n=49)  (AmB+MF10D),  (3) monotherapy of  conventional miltefosine dosing 

for 28 days of 2.5 mg/kg/day  (maximally 150 mg/day)  (n=51)  (MFC28D). Clinical  trial 

LEAP0714,  (NCT024311432) studied 30 paediatric patients from Kenya (Kacheliba) and 

Uganda  (Amudat) who  received  a monotherapy  of  allometric miltefosine  dosing  for 

28 days  (ranging  between  30  and  100  mg/day)  (MF28D).  Clinical  trial  FEXI‐VL‐001 

(NCT01980199) studied a flat dosing of 1800 mg/day fexinidazole for 4 days, followed 

by 1200 mg/day for 6 days  in 14 adult patients  from Sudan  (Dooka)  (Fexi10D). For all 

studies,  included patients showed VL clinical symptoms  (fever and splenomegaly) and 

had  a  confirmatory parasitological microscopic diagnosis. All  recruited patients were 

HIV negative. None presented with severe VL, suffered severe malnutrition (BMI<11) or 

any  serious  underlying  disease  or  concomitant  severe  infection,  at  the  time  of 

diagnosis.  

 

Ethical approval was obtained from national and local Ethics Committees in Kenya and 

Sudan,  the  LSHTM’s  Ethics  Committee  (#5543),  and  the  Academic  Medical  Center 

Medical Ethics Committee (LEAP0208), and from institutional ethics committees at the 

Kenya Medical  Research  Institute  and  at Makerere  University,  Uganda  (LEAP0714). 

Study  participants  or  their  parents/guardians  (for  children  under  18  years)  gave  a 

written  signed  informed  consent  before  enrolment  into  the  study,  including 

participation in the pharmacokinetic and parasitological assessments.  

 

Clinical assessment of efficacy was defined by initial cure: a negative parasitological test 

of cure by microscopy at Day 28;  final cure:  initial cure and absence of VL symptoms 

until Day 210 (6 months), i.e., no occurrence of relapse during the follow‐up period and 

no requirement for rescue treatment; or initial treatment failure: patients who died or 

required rescue treatment before completion of study treatment. 

 
Table 3.2.1  Patient characteristics and data overview.  

Study  LEAP0208  LEAP0714  FEXI‐VL‐001  Total 

Treatment  AmB+SSG10D AmB+MF10D  MFC28D  MFA28D  Fexi10D   

Subjectsa (n)  40  44  46  29  13  172 

Cured patients (n [%])  37 (93)  37 (84)  35 (76)  27 (93)  2 (15)  138 (80) 

Male (n [%])  28 (70)  36 (82)  41 (89)  8 (28)  1 (8)  114 (66) 
Age (years)b   14 (7‐40)  14 (7‐30)  15 (7‐37)  8 (4‐12)  26 (16‐50)  14 (4‐50) 

Body weight (kg)b  33 (15‐69)  34 (15‐57)  36 (16‐60)  22 (13‐30)  51 (42‐64)  34 (13‐69) 

PD samplesc collected (n)  306  306  313  208  127  1260 
PD samplesc included (n [% 

excluded]) 

243 (21)  256 (16)  278 (11)  138 (34)  77 (39)  992 (21) 

AmB+MF10D:  Amphotericin  B  10  mg/kg  (1  day)  +  miltefosine  2.5  mg/kg  (10  days);  AmB+SSG10D: 

Amphotericin B 10 mg/kg (1 day) + SSG 20 mg/kg (10 days); Fexi10D: Fexinidazole 1800 mg (4 days), 1200 mg 

(6  days); MFC28D: Miltefosine  conventional  2.5 mg/kg  (28  days), MFA28D: Miltefosine  allometric  dosing 

(28 days). a Patients included in the analysis; b Mean (range) at baseline; c Samples for quantification of blood 
parasite load by qPCR. 
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2.2  Sample collection, bioanalysis and data exclusion 

Pharmacokinetic samples were collected for miltefosine (LEAP0208 and LEAP0714) and 

fexinidazole  and  its  active metabolites  fexinidazole  sulfoxide  (M1)  and  fexinidazole 

sulfone (M2) (FEXI‐VL‐001). Miltefosine sample collection was performed in all patients 

receiving miltefosine monotherapy or a combination therapy with miltefosine. Sample 

collection  and  bioanalysis  has  been  described  previously1,29,30.  In  FEXI‐VL‐001,  dried‐

blood spot (DBS) samples were collected on multiple time points during treatment in all 

patients receiving fexinidazole treatment, with more dense sampling on Day 1 and Day 

10  of  treatment.  Whole  blood  concentrations  of  fexinidazole,  M1  and  M2  were 

quantified,  as  described  by  an  internal  report. Whole  blood  EDTA  samples  with  a 

volume of 200 µL were collected for pharmacodynamic assessment in all patients prior 

to treatment and on day 3, 7, 14, 28, 56, 210  (LEAP0208), on day 3, 7, 14, 21, 28, 56 

(LEAP0714),  and  on  day  1,  3,  5,  8,  11,  14,  28,  56,  210  (FEXI  VL  001).  Leishmania 

kinetoplastid DNA  (kDNA) was quantified  in  these  samples using  a qPCR method,  to 

represent the parasite load in the patient (hereafter referred to as blood parasite load). 

Human glyceraldehyde 3‐phosphate dehydrogenase (GAPDH) DNA was used as internal 

control  for  validation  of  the  extraction  procedure.  The  lower  limit  of  quantification 

(LLOQ) was  set  to 1 parasite/mL. A detailed description of  the DNA extraction, used 

primers, and qPCR protocol has been described earlier11. 

 

qPCR data were excluded  from  the  analysis  for patients who were  considered  initial 

treatment  failures  and  did  not  complete  the  study  treatment,  for  samples  collected 

after  rescue  treatment  was  given  to  relapsed  patients,  for  samples  considered 

unreliable,  (i.e.,  if  the  GAPDH  response  indicated  unreliable  or  incomplete  DNA 

extraction of  the  sample,  if  the  sample quality was  low or  if  there was not  sufficient 

sample  material).  qPCR  data  was  also  excluded  if  values  were  physiologically  not 

possible. Furthermore, patients who received miltefosine or fexinidazole for whom no 

pharmacokinetic data was available were also excluded. 

2.3  Population pharmacokinetic‐pharmacodynamic analysis  

An  integrated  pharmacokinetic‐pharmacodynamic  model  was  developed  using  the 

nonlinear mixed effects modelling software NONMEM (version 7.5, ICON Development 

Solutions, USA)  using  the  first‐order  conditional  estimation method with  interaction 

(FOCE‐I). Data  cleaning and visualization of  the data was performed using R  (version 

4.0.2), and model evaluation using Perl‐speaks‐NONMEM  (PsN, version 5.2.6) and the 

interface  Pirana  (version  3.0.0).  Model  development  was  performed  in  three 

consecutive steps: 1) characterization of parasite growth, 2) characterization of drug‐

induced parasite  clearance during  treatment, and 3) characterization of host‐induced 

parasite suppression after  treatment.  In each step, a  relevant subset of  the data was 

used to be able to estimate the different model parameters. Blood parasite loads below 
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the limit of quantification (BLQ) were fixed to half the BLQ (0.5 parasites/mL). Between‐

subject variability  (BSV) was evaluated on all parameters, and  implemented using an 

exponential error model. Residual variability was modeled using a combined additive 

and  proportional  error  models,  with  the  additive  error  fixed  to  the  LLOQ  of 

1 parasite/mL.  

2.3.1  Parasite growth 

No pharmacodynamic data was available before  start of  treatment,  complicating  the 

characterization of the natural parasite growth  in primary VL patients.  In vivo parasite 

growth was  therefore modelled  and  estimated  based on  data  from patients  treated 

with  fexinidazole  (n=13), where an  inadequate drug  response  that  resulted  in a  rapid 

parasite  recrudescence  directly  after  treatment  was  observed  in  the  majority  of 

patients. To describe parasite proliferation,  turn‐over and exponential growth models 

were evaluated. 

2.3.2  Drug‐induced parasite clearance during treatment 

Previously  developed  population  pharmacokinetic  models  of  miltefosine29  and 

fexinidazole and its active metabolites M1 and M2 (internal report) were used to derive 

individual predicted pharmacokinetic concentrations, used as pharmacokinetic input to 

the  model.  For  liposomal  amphotericin  B  and  SSG,  a  kinetic‐pharmacodynamic 

approach  was  used  assuming  a  1  compartment model  with  first‐order  elimination, 

using the administered drug amounts and previously reported elimination half‐lives of 

6  hours  for  liposomal  amphotericin  B31  and  2  hours  for  SSG32,33. Direct  and  delayed 

sigmoidal Emax and  linear models were evaluated  to model  the drug‐induced killing of 

parasites driven by individual predicted concentration‐time curves for the drugs.  

2.3.3  Host‐induced parasite suppression after treatment 

Visual  inspection  of  individual  blood  parasite  loads  over  time  indicated  diverse  and 

highly variable profiles after treatment  (Supplementary Figure S3.2.1). Typical profiles 

after  treatment  included  1)  complete  parasitological  cure,  with  no  parasite 

recrudescence  during  follow‐up  after  complete  parasite  clearance  by  the  treatment, 

2) initial  parasite  clearance  followed  by  parasite  recrudescence,  where  parasite 

regrowth is initiated at different time points during the follow‐up period, and 3) initial 

parasite clearance followed by parasite recrudescence early after treatment, followed 

by parasite clearance later during follow‐up.  

 

The aim of this part of the model building was to enable the description of these three 

distinct typical parasite  load‐time profiles during the follow‐up phase after treatment. 

Based on  the hypothesis  that parasite suppression after  treatment,  in  the absence of 

drug pressure,  is driven by  the hosts’  immune  system,  the  variable onset  in parasite 
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suppression and clearance after the end of treatment by the host’s immune system was 

implemented  by  a  sigmoidal  Emax  function,  driven  empirically  by  the  time  after 

treatment,  to  capture  the  differences  in  onset  and  magnitude  of  parasite 

recrudescence  among  patients  (eq.  1).  To  allow  for  a  clinically meaningful  parasite 

recrudescence  after  complete  drug‐induced  parasite  depletion,  the  parasite 

compartment was restricted to ≥1 parasite/mL. 

 

Eq. 1 

 

In equation 1, kimm is the parasite suppression by the immune system, time is the time 

after start of treatment, Imax the maximum inhibitory effect of the immune system, and 

IT50 the time after treatment of half the maximal immune effect.  

 

With the aim to find biomarkers predictive of (suppression of) parasite recrudescence 

after  therapy,  hematological  and  biochemical markers were  evaluated  as  drivers  for 

parasite suppression (kimm) instead of time after treatment. Available hematological and 

biochemical data included hemoglobin, white blood cells, platelets and creatinine for all 

patients,  neutrophils,  lymphocytes  and monocytes  (LEAP0714  and  FEXI‐VL‐001),  and 

total protein and albumin (FEXI‐VL‐001). All these covariates were evaluated graphically 

to assess their relationship with parasite recrudescence and suppression. White blood 

cell count was a physiologically plausible covariate as it may reflect the overall activity 

of the immune system. White blood cell count on Day 56, either absolute or relative to 

baseline, were evaluated on the extent of suppression of parasite regrowth (Imax) after 

treatment (eq. 2) and the onset of parasite suppression after treatment (IT50) (eq. 3). 

 

Eq. 2 

 

Eq. 3 

 

where PTV is the typical parameter value for IT50 or kimm at covariate value WBCi, Ppop the 

population estimate of IT50 or kimm, WBCi the white blood cell count or the white blood 

cell count relative to baseline for  individual  i at Day 56, WBCmed the median covariate 

value in the population, and l the slope factor. 

2.4  Model evaluation 

The aim of  this modeling analysis was  to describe  the parasite clearance rates by the 

different treatment regimens, as well as to capture the different parasite profiles after 

treatment, driven by the immune system. Standard goodness of fit plots and individual 

prediction plots were used to guide model development. Model selection was based on 

scientific plausibility and minimum objective function value (OFV), where a decrease of 

6.63 points  in OFV corresponding  to a P value <0.01 was considered  significant, with 

 𝑘𝑖𝑚𝑚  
𝐼𝑚𝑎𝑥5 ∗  𝑡𝑖𝑚𝑒
𝐼𝑇505  𝑡𝑖𝑚𝑒

 

𝑃𝑇𝑉 𝑃𝑝𝑜𝑝 ∗ 1  𝑊𝐵𝐶𝑖 𝑊𝐵𝐶𝑚𝑒𝑑 ∗ 𝑙  

 𝑘𝑖𝑚𝑚  
𝐼𝑚𝑎𝑥5 ∗  𝑊𝐵𝐶𝑖
𝐼𝑇505  𝑊𝐵𝐶𝑖

 

5 

5 

5 
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1 degree of  freedom  following a  χ2 distribution. Precision  in parameter estimates was 

obtained by sampling importance resampling (SIR). To further assess the goodness of fit 

and to compare the model description of the parasite clearance during the treatment 

period in more detail, a visual predictive check (VPC) of the blood parasite loads during 

treatment was performed, stratified by the different treatment regimens. Simulations 

were performed of parasite profiles  in a  typical patient  receiving different  treatment 

regimens, and having different activity of the immune system, to illustrate the effect of 

different drugs and different immune effects.  

2.5  Evaluation of the correlation between parasite exposure and 
clinical outcome 

One of  the goals of  the model was  to evaluate  the predictiveness of parasite  load or 

parasite  clearance  for  subsequent  clinical  relapse  of  VL  later  during  follow‐up.  To 

characterize  the  relationship  of  early drug‐induced  parasite  clearance  and  long‐term 

clinical outcome, different parasite exposure metrics during and early after treatment 

were evaluated. The sensitivity and specificity to predict clinical relapse based on blood 

parasite load on Day 10, Day 28 and Day 56 and the optimal cutoff values were derived 

by  receiver‐operating  characteristic  (ROC)  curves,  generated  using  the  R  packages 

“pROC” and “plotROC”. The area under the ROC curve (AUCROC) was compared to find 

the most predictive parameter  for  clinical  relapse  in  terms of  follow‐up day  (Day 10, 

Day 28, or Day 56).  The  fraction of patients having  a blood parasite  load below  the 

optimal cutoff value  resulting  from  the ROC curve was compared between  treatment 

regimens and between cured and relapsed patients. Second, model‐based predictions 

of parasite load and parasite exposure during and early after treatment (at baseline and 

Day  10,  28  and  56)  were  compared  between  treatment  regimens  and  to  clinical 

outcome. As a measure of parasite clearance during  therapy, cumulative exposure  to 

parasites  during  and  after  the  treatment,  expressed  as  the  area  under  the  blood 

parasite  load‐time curve (AUC), was also compared. This parameter  incorporates both 

drug‐induced parasite clearance rate and the baseline parasite  load, which was highly 

variable  among patients.  The parasite AUC during  the  first 10, 28  and 56 days were 

compared.  To  assess  any  treatment‐related  effects  on  the  suppression  of  parasite 

recrudescence after treatment, Imax and IT50 were compared.   

3.  Results 

3.1  Data 

In total, 1260 blood samples from 188 patients were available for qPCR analysis (Table 

3.2.1).  The  following  qPCR  observations  were  excluded  from  the  analysis:  2  initial 

treatment  failures  (7 observations); 21 observations collected after rescue treatment; 
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190  unreliably  extracted  samples;  and  44  physiologically  impossible  observations 

(3.5%).  One  patient  who  received  AmB+MF10D  lacking  pharmacokinetic  data  was 

excluded (6 observations). Out of 992 blood parasite load observations included in the 

analysis, 359 observations  (36%) were BLQ. An overview of  the data  included  in  the 

analysis up to Day 56  is shown  in Figure 3.2.1 to display trends  in the data during and 

early after treatment between treatment regimens.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 3.2.1  Blood  parasite  loads  in  Eastern  African  visceral  leishmaniasis  patients  during  treatment  and 

early follow‐up. Depicted are median (IQR) observed blood parasite loads colored by treatment 

outcome (cured patients in red and relapsed patients in blue), stratified by treatment regimen. 
AmB+SSG10D:  10  mg/kg  amphotericin  B  (day  1)  +  20  mg/kg/day  SSG  (day  2  to  11); 

AmB+MF10D:  10  mg/kg  amphotericin  B  (day  1)  +  100  mg/day  miltefosine  (day  2  to  11); 

MFC28D:  miltefosine  conventional  dose  (100  mg/day)  (28  days);  MFA28D:  miltefosine 
allometric  dose  (28  days);  Fexi10D:  1800  mg/day  fexinidazole  (4  days)  +  1200  mg/day 

fexinidazole (6 days). Gray dashed lines represent the end of treatment. 

 

3.2  Population pharmacokinetic‐pharmacodynamic model  

3.2.1  Parasite growth and drug‐dependent parasite clearance 

Parasite  proliferation  was  best  described  by  an  exponential  growth  model  (Figure 

3.2.2), with an in vivo parasite doubling time of 7.8 days (RSE 12%) (Table 3.2.2, Figure 

3.2.2). The model‐derived individual predictions for the Fexi10D regimen indicated that 

parasite  proliferation was  adequately  described,  as  the model  captured  the parasite 

growth  after  treatment  in  these  patients  (Supplementary  Figure  S3.2.1).  Drug‐

dependent  parasite  killing was  best  described  by  first‐order  linear  pharmacokinetic‐

pharmacodynamic models  (fexinidazole  and miltefosine) or  kinetic‐pharmacodynamic 

models (liposomal amphotericin B and SSG), where the parasite killing rate was directly 

proportional  to  the  drug  concentration.  The  VPC  shows  that  the  model  quite 

adequately  described  the  parasite  clearance  by  the  different  treatment  regimens 

(Figure  3.2.3).  There were  some  discrepancies  between  the  observed  data  and  the 

model simulations,  i.e., parasite recrudescence  in Fexi10D was under‐predicted by the 

model, baseline blood parasite load in MFA10D was under‐predicted, and the parasite 

clearance rate  in AmB+MF10D was under‐predicted, especially the upper boundary of 
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the prediction  interval. The  time  course of drug exposure  in  the different  treatment 

regimens  was  simulated  for  a  typical  patient  (Figure  3.3.4),  illustrating  variable 

durations of exposure depending on the treatment drugs and there corresponding half‐

lifes, which was much longer for miltefosine. This resulted in persistent drug exposure 

of  about  11  days  for  the  AmB+SSG10D  and  Fexi10D  regimens,  30  days  for  the 

AmB+MF10D  regimen,  and  50  days  for  the MF28D  regimen.  The  individual model‐

based predictions during  treatment  further  illustrate  the different parasite  clearance 

rates  for  the  various  drug  regimens  (Supplementary  Figure  S3.2.1  and  S3.2.2).  The 

differential pharmacokinetic profiles in combination with the drug‐specific drug effects 

on  the  parasite  clearance,  led  to  different  typical  parasite  dynamics  during  the 

treatment period for each treatment regimen (Figure 3.2.5A). A fast and strong parasite 

clearance  was  induced  by  liposomal  amphotericin  B  treatment  (AmB+SSG10D  and 

AmB+MF10D),  while  a  slow  onset  and  later  parasite  clearance  was  observed  for 

miltefosine (MFC28D and MFA28D), and a weak response was observed for fexinidazole 

(Fexi10D).  

 
Table 3.2.2  Parameter estimates for the final population pharmacokinetic‐pharmacodynamic model. 

Parameter   Parameter estimate  RSE (%)a  BSV (CV%)  RSE (%)a  Shrinkage (%) 

EBASE (p/mL)  5324  16  243  12  3 

kGR (h‐1)  0.0037  12  ‐  ‐  ‐ 
λfexi (μg‐1*L*h‐1)  0.0011  15  44  59  3 

λMF (μg‐1*L*h‐1)  0.0010  5  42  21  5 

λAmb (mg‐1*kg*h‐1)  0.0245  8  ‐  ‐  ‐ 
λSSG (mg‐1*kg*h‐1)  0.0112  5  ‐  ‐  ‐ 

Imax (h‐1)  0.037 (fixed)b  ‐  298  16  52 

IT50 (days)  33.7  0.1  230  12  40 
Proportional residual error (%)  101  ‐    0.7  18 

Additive residual error (%)  70 (fixed)c  ‐    ‐  18 

BSV:  between‐subject  variability;  CV:  coefficient  of  variation;  EBASE:  Baseline  blood  parasite  load;  Imax: 

maximum  inhibition  by  immune  response;  IT50:  time  at  half‐maximum  inhibition;  kGR:  parasite  growth 

constant; λAmb:  linear drug effect Amphotericin B; λfexi:  linear drug effect fexinidazole; λMF:  linear drug effect 

miltefosine; λSSG:  linear drug effect SSG; RSE: relative standard error. a Obtained by SIR; b Fixed to ten times 
kGR; c Fixed to half the lower limit of quantification. 

 

3.2.2  Parasite suppression after treatment 

Parasite  suppression  after  treatment was  best  described  by  a  first‐order  elimination 
process with an Emax model driven by the time after treatment, representing the onset 
and magnitude  of  parasite  suppression  by  the  host’s  immune  system  after  start  of 
treatment,  including  BSV  on  Imax  and  IT50  (Figure  3.2.2).  The  model  captured  the 
different  parasite  profiles  after  treatment,  including  complete  parasite  suppression, 
parasite  regrowth  at  different  time  points  during  follow‐up,  and  initial  parasite 
regrowth  followed  by  later  suppression,  and  could  therefore  describe most  of  the 
individual  profiles  of  parasite  recrudescence  during  follow‐up  (Supplementary  Figure 
S3.2.1  and  S3.2.3). High  variability  in  recrudescence  profiles was  reflected  by  a  very 
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large and non‐normally distributed BSV (>200 CV%) for baseline parasite load, Imax and 
IT50. Typical value plots, as depicted in Figure 5B, illustrate the effect of different onset 
times  of  the  immune  suppression  (different  IT50)  on  the  parasite  dynamics  during 
follow‐up. None of the hematological markers correlated with parasitological response 
(Supplementary Figure S3.2.4) and white blood cell counts was no significant covariate 
for kimm or IT50. Profiles with complete parasite clearance during treatment, followed by 
a  fast  and  strong  parasite  recrudescence,  could  not  be  fully  captured  by  the model 
(Supplementary  Figure  S3.2.1),  despite  the  restriction  of  low  parasite  loads  to 
≥1 parasites/mL in the model. Using the consecutive estimation approach, drug effects 
and baseline parasite  load could be estimated with good precision. Individual  immune 
effect parameter estimates  (Imax and  IT50) were difficult  to differentiate  from parasite 
growth  due  to  the  sparseness  of  data  during  the  follow‐up  period,  corroborated  by 
sensitivity for initial values, convergence issues indicating that the global minima of the 
parameter values were not reached.  
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figure 3.2.2  Schematic  overview  of  the  final  pharmacokinetic‐pharmacodynamic model,  exemplified with 

the  pharmacokinetic model  for  fexinidazole  and  its  active metabolites M1  and M2.  In  the 
parasite model, kGR  is  the parasite  replication  rate, kdrug  is  the drug‐driven parasite  clearance 

rate, λdrug the drug‐specific linear effect, and Cdrug the drug concentration of either miltefosine, 

the  sum of M1  and M2  for  fexinidazole,  amphotericin B, or  SSG.  kIMM  is  the  immune‐driven 
parasite clearance,  Imax the maximum  inhibition by the  immune response, and  IT50 the time at 

half‐maximum  inhibition.  In  the  fexinidazole  pharmacokinetic model,  CL  is  the  clearance  of 

fexinidazole, M1 or M2, and V2, V3, and V4 the volume of distribution of fexinidazole, M1, and 
M2, respectively. 
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Figure 3.2.3  Prediction‐corrected  visual predictive  checks  for  the  final pharmacokinetic‐pharmacodynamic 

blood Leishmania parasite load model until Day 56 after start of treatment. Solid lines: median 

of the observed values; dashed lines: the 10th and 90th percentiles of the observed values; dark 

and  light blue  areas:  the 90%  confidence  intervals of  the  simulated median  and percentiles, 
based on 1000 simulations. 
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Figure 3.2.4  Simulations  of  typical  pharmacokinetic  profiles  of  patients  receiving  A)  1800  mg/day 

fexinidazole  (4  days)  +  1200 mg/day  fexinidazole;  B)  10 mg/kg  amphotericin  B  (day  1)  +  20 
mg/kg/day SSG (day 2 to 11); C) 10 mg/kg amphotericin B (day 1) + 100 mg/day miltefosine (day 
2 to 11); or D) 100 mg/day miltefosine (28 days). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figure 3.2.5  A: Simulation of drug effects of different VL therapies of typical patients receiving 1) 10 mg/kg 

amphotericin  B  (day  1)  +  20  mg/kg/day  SSG  (day  2  to  11)  (blue  curve),  2)  10  mg/kg 
amphotericin B  (day 1)  +  100 mg/day miltefosine  (day 2  to 11)  (grey  curve), 3) 100 mg/day 
miltefosine  (28  days)  (red  curve),  or  4)  1800 mg/day  fexinidazole  (4  days)  +  1200 mg/day 
fexinidazole  (6  days)  (yellow  curve).  No  immune  response  after  the  end  of  treatment  was 
present. Other parameters were fixed to the population values. B: Simulation of typical patients 
receiving 150 mg/day miltefosine for 28 days. Patients have an IT50 of 1000h (blue curve), 5000h 
(grey curve) and 100.000h (red curve). Other parameters were fixed to the population values. 
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3.3  Correlation between parasite exposure and clinical outcome 

The AUCROC for blood parasite load classifying clinical relapse (Figure 3.2.6) was highest 

on Day 28  (0.82)  and Day 56  (0.87),  compared with Day 10  (0.64)  (Table 3.2.3). The 

optimal cutoff values  for classifying relapse were around 10 p/mL  (9 p/mL on Day 28 

and 11 p/mL on Day 56). The fraction of patients having a blood parasite load <10 p/mL 

on  Day  28  and  Day  56  was  therefore  compared  between  treatment  regimens  and 

between  final  clinical outcome  (Table 3.2.4).  There were  considerably more patients 

(73‐86%) with  an  adequate parasite  clearance  (parasite  load <10 p/mL)  at Day 56  in 

relatively  effective  treatment  regimens  (AmB+SSG10D,  AmB+MF10D,  MFC28D, 

MFA28D), compared to only 10% in the non‐efficacious Fexi10D regimen. Based on the 

cutoff value of 10 p/mL, 74% and 76% of relapsed patients were correctly categorized 

as relapse on Day 28 and Day 56, respectively.  

 
Table 3.2.3  Predictiveness of clinical relapse by blood parasite load on different days after treatment, based 

on ROC curves. 

Daya   AUCROC
b  Cutoff value (p/mL)c  Sensitivity  Specificity 

10  0.64  51  0.44  0.85 
28  0.82  9  0.77  0.82 
56  0.87  11  0.88  0.77 
a Day after start of treatment; b Area under the ROC curve;  c Optimal cutoff value of blood parasite  load to 
predict clinical relapse. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 3.2.6  ROC curves of blood parasite  load as predictor of clinical  relapse on Day 10, 28, and 56 after 

start of treatment. AUC represents the integrated area under the ROC curve. Green line: day 10 
(AUC 0.64); red line: day 28 (AUC 0.82); blue line: day 56 (AUC 0.87). Abbreviations: AUC, area 

under the curve; ROC, receiver operating characteristic. 
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Various  other  individual  model‐based  secondary  blood  parasite  load  metrics  were 

compared  between  treatment  regimens  and  final  clinical  outcome  (Table  3.2.4). 

Individual  predicted  blood  parasite  loads were  higher  on  Day  10  in  the miltefosine 

monotherapy regimens (MFC28D and MFA28D), and were higher on Day 28 and Day 56 

in the Fexi10D treatment arm with poor efficacy. Blood parasite  loads on Day 10, Day 

28 and Day 56 were substantially higher in relapsed patients (Table 3.2.4, Figure 3.2.7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 3.2.7  Parasite AUCd0‐28 and AUCd0‐56 and parasite load on Day 28, and Day 56 versus clinical outcome. 

 
 

A  low  parasite  AUC  for  different  durations  (AUCD0‐10,  AUCD0‐28,  AUCD0‐56)  was  not 

associated with favorable clinical outcome, except for a slightly lower AUCD0‐56 of 18884 

(3464‐85774) p·day/mL in cured pa ents compared to 41931 (14171‐173361) p·day/mL 

in  relapsed  patients.  The  parasite  AUCs were  considerably  higher  in  the miltefosine 
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monotherapy regimens  (MFC28D and MFA28D), which  is  in accordance with the slow 

miltefosine  drug  accumulation  and  slow  onset  of  miltefosine‐induced  parasite 

clearance. The extent of suppression of parasite regrowth after treatment (Imax) did not 

clearly  correlate with  treatment  efficacy,  but  the  onset  of  the  suppressive  immune 

response  (IT50)  was  substantially  delayed  in  the  Fexi10D  treatment  arm  with  poor 

efficacy,  indicating  that  a  weak  drug  effect  and  partial  parasite  clearance  during 

treatment  negatively  influences  the  onset  of  the  immune  response.  This  was  in 

accordance with the delayed IT50 in relapsed patients compared to cured patients. 

4.  Discussion 

A  semi‐mechanistic  pharmacokinetic‐pharmacodynamic model was  developed  based 

on  pharmacokinetic  and  blood  parasite  load  data  from  Eastern  African  VL  patients 

receiving  five  different  (combination  or  monotherapy)  treatment  regimens,  to 

characterize  the  complicated  interaction  between  parasite  replication,  drug‐induced 

parasite clearance and parasite clearance due to an emerging host  immune response. 

The  model  adequately  captured  the  blood  parasite  dynamics  during  and  after 

treatment and revealed that blood parasite  loads higher than 10 p/mL at Day 28 and 

Day 56 after start of treatment are an early indication for VL relapse, which could serve 

as a biomarker to predict long‐term clinical outcome, although not yet ideal, based on 

the  sensitivity and  specificity. Until now,  it  is not possible  to predict  relapse, a  long‐

term event that can occur up to 12 months or even longer after treatment. Moreover, 

the  model  indicated  that  long‐term  clinical  outcome  depends  on  both  the  initial 

parasite clearance by  the  treatment, as well as parasite  suppression after  treatment, 

which  is probably  achieved by  an adequate hosts’  immunological  response. A better 

understanding  of  this  immunological  response  by  additional  host  biomarkers  could 

potentially lead to an improved prediction of relapse.  

 

Parasite  replication  and  drug‐induced  parasite  clearance  by  five  different  VL  drug 

regimens  were  adequately  characterized  by  the  developed  pharmacokinetic‐

pharmacodynamic  model.  To  our  knowledge,  the  model  provided  the  first‐ever 

estimation of the in vivo Leishmania parasite doubling time in human of 7.8 days, which 

was  only  slightly  slower  compared  to  previously  reported  in  vitro  intracellular 

L. donovani amastigote replication rates within macrophages, corresponding to parasite 

doubling times of 4.2 days and 2.9 days34,35. However, a limitation of this analysis is the 

lack of data on parasite growth before treatment. Parasite growth was estimated based 

on  patient  data  after  treatment  (Fexi10D),  and  thus  parasite  growth  might  be 

influenced  by  the  treatment.  Moreover,  identification  of  parasite  growth  is  also 

dependent on the sampling scheme, and parasite growth rate might be variable among 

patients, depending on host‐related factors such as activity of the immune system.  
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The combination regimens of liposomal amphotericin B with SSG or miltefosine led to a 

rapid drug‐induced parasite clearance, resulting in undetectable blood parasite loads by 

the  end  of  drug  exposure  in most  patients  (70‐78%  of  patients  had  a  parasite  load 

<10p/mL at Day 28). Miltefosine monotherapy resulted in a slower or delayed onset of 

parasite clearance, in line with the slow accumulation of miltefosine in the first week of 

treatment. Miltefosine treatment outcome has been shown to be associated with the 

time above a target concentration36. On the other hand, the  long half‐life of the drug 

results  in an adequate above‐target exposure, extending  for a considerable period of 

time after the end of the 28‐day monotherapy (MFC28D and MFA28D) and resulting in 

complete parasite clearance by Day 56 (parasite  load <10p/mL at Day 56  in 74‐86% of 

patients).  Fexinidazole  treatment  resulted  in  only  partial  drug‐induced  parasite 

clearance in most patients, with only 2/13 patients having complete parasite clearance 

by  the  end  of  treatment,  as measured  by  qPCR.  These model  results  suggest  that 

adequate parasite clearance by the drug is important to achieve long‐term clinical cure, 

as almost all patients on  fexinidazole  therapy who had  incomplete drug clearance by 

the  treatment  failed  therapy. This was confirmed by  the ROC analysis, as  the optimal 

blood parasite  load cutoff values  for classifying clinical relapse were around 10 p/mL, 

meaning  that very  low parasite  levels by  the end of  treatment are already associated 

with higher risk of clinical relapse. This was in line with previous results of a descriptive 

analysis of these data, concluding that the blood parasite  load at Day 56 was the best 

time to predict clinical outcome, with a comparable optimal cutoff value of 20 p/mL11. 

 

Parasite suppression after treatment, presumably driven by the hosts’ immune system, 

was described  in the model by an Emax function with variable onset and magnitude of 

parasite  clearance.  Parasite  dynamics  after  treatment  was  highly  variable  among 

patients. The model suggested that patients with complete parasite suppression had a 

fast onset of the host immune response, relatively rapid after end of treatment, while 

patients with parasite recrudescence somewhere during the follow‐up had a late onset 

or  weak  magnitude  of  the  suppressive  immune  effect.  Although  we  used  a 

sophisticated analysis method to incorporate the complex interplay between parasites, 

drugs  and  host,  the  explored  hematological  and  biochemical  data  could  not  be 

identified  as  predictors  to  explain  the  between‐patient  variability  in  onset  and 

magnitude of the post‐treatment suppression or conversely recrudescence of parasites.  

 

Because of  the multitude of effects that play a role  in  the parasite dynamics, such as 

parasite  growth  and  simultaneous  parasite  clearance  by  the  treatment  or  parasite 

suppression by  the  immune system, simultaneous estimation of all parameters  led  to 

over‐parameterization of the model. However, by estimating the parasite growth rate, 

the drug effects, and the immune effect separately based on representative subsets of 

the data, we could adequately estimate a parasite growth rate and drug effects for all 

drugs. Precise parameter estimates of the immune response model were nevertheless 
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difficult to obtain. To  improve the stability and the convergence of the model, various 

estimation  methods  were  attempted  as  well  implementing  a  mixture  model  with 

different  kimm’s  for  cured  and  relapsed  patients,  but  this  did  not  result  in  stable 

parameter  estimates.  In  future  studies,  more  frequent  blood  sampling,  especially 

during  the  follow‐up  phase,  in  combination  with  measurement  of  other  host 

biomarkers, might improve the characterization of the host suppression of the parasite 

load after treatment.  

 

To  predict  parasite  response  after  treatment,  attempts  were  made  to  identify 

biomarkers for the activity of the immune system, by explaining variability in kimm, but 

could nevertheless not be  identified.  Identification of  a biomarker  for  activity of  the 

immune system  is complicated because there are many factors  involved. White blood 

cell count was evaluated as a predictor  for  the activity of  the hosts’  immune system, 

but was not  identified. Lymphocyte and albumin  levels were higher  in cured patients, 

and total protein levels were lower in cured patients, although these results should be 

interpreted with  caution as  these were available  for only a  small portion of patients 

(Supplementary  Figure  S3.2.3).  Depletion  of  lymphocytes  and  albumin  is  a 

manifestation  of  VL  infection,  and  could  therefore  reflect  severity  of  disease,  and 

subsequently  the  ability  of  the  patient  to  clear  the  parasite. Moreover,  lymphocyte 

count might  directly  reflect  the  function  of  the  immune  system,  as  probably  a  Th1 

response  is  responsible  for  activation  of  infected  macrophages  that  can  lead  to 

intracellular L. donovani killing37, once there are sufficient amounts of active T cells10. It 

would be worthwhile to collect blood cell counts and albumin levels in patients during 

treatment and follow‐up in future clinical trials, as well as to explore other parameters 

related to the immune response, to further investigate this relationship. 

 

Using the developed model,  individually model‐based predictions of parasite AUC and 

parasite loads at different time points were compared to final clinical outcome. Parasite 

load  at  start of  treatment was not  related  to  relapse,  indicating  that  the  severity of 

infection  at  start  of  treatment  is  not  indicative  for  the  final  treatment  outcome. 

Parasite AUC was not predictive for clinical outcome either, which might be due to the 

aforementioned differences in pharmacokinetics between the treatment regimens. For 

example,  the onset of parasite  clearance due  to miltefosine  is much  slower due  the 

initial slow accumulation of miltefosine, resulting in higher AUCs until Day 10, 28 and 56 

for the miltefosine monotherapies compared to combination therapies with  liposomal 

amphotericin B, but  resulted nevertheless  in  a  comparable  final  treatment outcome. 

The parasite load at Day 28 and Day 56 after start of treatment was related to relapse, 

indicating  that  an  adequate  drug  response  is  needed,  as  well  as  an  early  onset  of 

immune system activation. Although the blood parasite load on Day 28 or Day 56 could 

not correctly predict relapse in all individual patients (26% and 24% of relapsed patients 

were classified as cured based on the ROC results, respectively), the fraction of patients 
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having a blood parasite  load <10 p/mL by the end of treatment  in a group of patients 

receiving the same VL treatment is an indication for the efficacy of the treatment in this 

population. This might be useful  in  clinical  trials where new dosing  regimens or new 

combinations will be tested, to get an early indication of the long‐term efficacy of this 

treatment.  In  the  future,  optimization  of  qPCR  as  a  parasitological marker,  possibly 

combined  with  other  host  biomarkers  could  improve  the  sensitivity/specificity  of  a 

predictor  for VL relapse, and be used as an endpoint  in future VL trials to reduce the 

need for long periods of follow‐up.  

 

This  is  the  first  time  that  the  complex mechanisms of parasite  replication,  treatment 

effects and host response are  integrated  in a comprehensive semi‐mechanistic model, 

which provides insight into the in vivo parasite growth rate and parasite clearance rates 

by different drugs. The model could serve as a framework for treatment optimization of 

VL  treatment  regimens,  and blood parasite  load  at  the end of  treatment  could be a 

useful biomarker to assess treatment efficacy of a treatment regimen  in a clinical trial 

setting. 
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Figure S3.2.4a  Hematological data available of all studies, colored by parasitological response. 
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Figure S3.2.4b  Hematological  data  available  of  LEAP0714  and  FEXI‐VL‐001,  colored  by  parasitological 

response. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure S3.2.4c  Hematological data available of FEXI‐VL‐001, colored by parasitological response. 
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NONMEM control stream  

; Description: Final PK‐PD model  

; Author: L. Verrest 

 

$PROBLEM    PK PD MODEL 

 

$INPUT ID STUDY ARM TIME DAY DV CMT EVID MDV AMT II ADDL FLAG FLAG2 FLAG3 

FLAG4 DROP CURE RDAY CODE SITE WT HT FV2 FV3 FV4 FQM1 FQM2 FCLM2 FKA MCL 

MV2 MQ MV3 MKA MF1 AGE SEX WBC0 WBC56 WBC56R DROP 

 

; Dataset description 

; ID: unique subject number  

; STUDY: 208: LEAP0208, 714: LEAP0714, 1: Fexi‐VL‐001 

; ARM: 1: 0208 Ambisome (1 dose) + SSG (10 days), 2: 0208 Ambisome (1 dose) + 

Miltefosine  

; (10 days), 3: 0208 Miltefosine (28 days), 4: 0714 Miltefosine (28 days), 5: Fexinidazole 

(10 days) 

; TIME: time after start of treatment (hours) 

; DAY: reported sampling day (start of treatment = DAY 0) 

; DV: dependent variable 

; CMT: 1: Fexi dose, (2: Fexi central comp, not used), (3: M1 comp, not used), (4: M2 

comp, not used),  

; 5: MF dose LEAP0208, (6: MF central comp, not used), (7, MF periph comp, not used), 

8: AmBisome  

; mg/kg dose (10mg/kg), 9: SSG mg/kg dose (20mg/kg), 10: PD dose (blood qPCR 

parasite load,  

; parasites/mL) 

; EVID: event ID (1: dosing record, 2: DV record, 3: other record) 

; MDV: missing dependent variable 

; AMT: amount (p/mL for blood parasite load) 

; II: interdose interval 

; ADDL: additional identical doses given 

; FLAG: Flag to mark blood samples. 1: unreliable, 2: initial failure, 3: questionable, 4: 

samples after  

; rescue treatment is given 

; FLAG2: IDs 0208 ARM 2 and 3 without PK observations (ID 534) 

; FLAG3: IDs 0208 without PD observations (ID 509) 

; FLAG4: outlier IDs 0208 and Fexi 

; CURE: 1: cure, 0: relapse (1 outcome per ID), 2: initial failure 

; RDAY: Relapse day. NOTE: for 0714, rescue treatment day is used here! 

; CODE: parasite response. 0: parasitological cure, 1: parasitological relapse, 2: late cure  
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; SITE: Study site. 1: Doka (Sudan) (0208 and Fexi), 2: Kassab (Sudan) (0208), 3: Kimalel 

(Kenya)  

; (0208), 4: Amudat (Uganda) (0714), 5: Kacheliba (Kenya) (0714) 

; WT: Body weight (kg) 

; HT: Height (cm) 

; FV2, FV3, FV4, FQM1, FQM2, FCLM2, FKA: fexi PK individual model estimates 

; MCL, MV2, MQ, MV3, MKA, MF1: miltefosine PK individual model estimates 

; AGE: Age (years) 

; SEX : 0: male, 1: female  

; WBC0: white blood cell count Day 1 

; WBC56: white blood cell count Day 56 

; WBC56R: change in white blood cell count Day 56 relative to baseline  

 

$DATA      nm.qPCR.PK.C.v8.csv 

IGNORE=@  

IGNORE(FLAG.NE.0) 

IGNORE(FLAG2.NE.0) 

IGNORE(FLAG3.NE.0) 

IGNORE(FLAG4.EQ.1) 

 

$SUBROUTINE ADVAN13 TOL=6 

 

$MODEL       

COMP=(DEPOT DEFDOSE)  

COMP=(CENTR1) ; Fexi 

COMP=(MET1)  

COMP=(MET2)  

COMP=(ABS2)    ; MF 0208 

COMP=(CENTR2) 

COMP=(PERI2)  

COMP=(AMB) ; Amphotericin B dose (10 mg/kg iv) 

COMP=(SSG) ; SSG dose (20 mg/kg im) 

COMP=(PML) ; blood parasite load (p/mL) 

 

$PK 

;;; PK 

; FEXI  

F1   = 1  

KA1  = FKA 

CL2  = FQM1 * (1‐(DAY‐1)*(‐0.0403))  

CL3  = FQM2 
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CL4  = FCLM2 

V2   = FV2  

V3   = FV3  

V4   = FV4  

K23  = CL2 / V2 

K34  = CL3 / V3 

K40  = CL4 / V4 

 

; MF 

F5   = MF1 

KA2  = MKA 

CL6  = MCL 

V6   = MV2 

V7   = MV3 

Q    = MQ 

K60  = CL6 / V6 

K67  =   Q / V6 

K76  =   Q / V7 

 

 

; AmfoB 

K80 = 0.1155 ; Based on elimination half‐life 6hr (Bekersky 2002) 

 

; SSG 

K90 = 0.3465 ; Based on elimination half‐line 2hr (Cruz 2007, Chulay 1988)  

 

;;; PD  

EBASE  =  THETA(1) * EXP(ETA(1))      ; Baseline parasite load 

KG     =  THETA(2) * EXP(ETA(2))          ; Parasite growth constant  

A_0(10)=  EBASE                                     ; Set effect compartment initial value 

; Drug effects 

LAMBF  =  THETA(3) * EXP(ETA(3))    ; Fexi 

LAMBM =  THETA(4) * EXP(ETA(4))    ; Miltefosine 

LAMBA = THETA(5) * EXP(ETA(5))      ; AmfoB 

LAMBS = THETA(6) * EXP(ETA(6))       ; SSG 

; Immune effect 

GM = THETA(7) * EXP(ETA(7)) 

IMAX = THETA(8) * EXP(ETA(8)) 

IT50 = THETA(9) * EXP(ETA(9)) 

 

; Scaling parameters  
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S2  = V2                                    ; MW Fexi 279.31 

S3  = V3  * (279.31/295.32) ; Scaling M1, MW 295.32 

S4  = V4  * (279.31/311.32) ; Scaling M2, MW 311.32 

S6  = V6 

S7  = V7 

 

$DES 

DEL = 1E‐12 

 

C2 = A(2)/(S2+DEL) ; FEXI Concentration 

C3 = A(3)/(S3+DEL) ; M1 Concentration 

C4 = A(4)/(S4+DEL) ; M2 Concentration 

C6 = A(6)/(S6+DEL) ; MF Concentration 

C34 = C3 + C4 + DEL 

A8 = A(8) 

A9 = A(9) 

 

KGR = KG 

KFEX   = LAMBF*C34 

KMIL   = LAMBM*C6 

KAMB   = LAMBA*A8 

KSSG   = LAMBS*A9 

KIMM   = IMAX * T**GM / (IT50**GM + T**GM) 

 

DADT(1)  =  ‐ KA1 * A(1) 

DADT(2)  =  KA1 * A(1) ‐ K23 * A(2) ; Central comp Fexi 

DADT(3)  =  K23 * A(2) ‐ K34 * A(3) ; M1 

DADT(4)  =  K34 * A(3) ‐ K40 * A(4) ; M2 

DADT(5)  =  ‐ KA2 * A(5) 

DADT(6)  =  KA2 * A(5) ‐ K67 * A(6) + K76 * A(7) ‐ K60 * A(6) ; Central comp MF 

DADT(7)  =  K67 * A(6) ‐ K76 * A(7)                                              ; Peripheral comp MF 

DADT(8)  =   ‐ K80 * A(8)   ; AMB 

DADT(9)  =   ‐ K90 * A(9)   ; SSG 

DADT(10) =   KGR*A(10) ‐ KMIL*(A(10)‐1) ‐ KFEX*(A(10)‐1) ‐ KAMB*(A(10)‐1) ‐ 

KSSG*(A(10)‐1)  ‐ KIMM*(A(10)‐1) ; Parasite effect compartment 

 

$ERROR  

A1   = A(1)     

FEXI = A(2)/S2  

M1   = A(3)/S3  

M2   = A(4)/S4  
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M1M2 = M1 + M2 

MF   = A(6)/S6 

AMB  = A(8) 

SSG  = A(9) 

E    = A(10)   ; parasite effect comp 

 

DELL  = 1E‐12 

IPRED= LOG(E+DELL) 

IF(CMT.EQ.10) IPRED = E+DELL 

W = 1 

IRES=DV‐IPRED 

IWRES=IRES/W 

Y = IPRED * (1+ EPS(1)) + EPS(2) 

$THETA 

(5330) FIX  ; EBASE 

(0.0037) FIX  ; KG 

(0.00106) FIX ; LAMB FEXI 

(0.001) FIX  ; LAMB MF 

(0.0245) FIX  ; LAMB AmfoB 

(0.0112) FIX ; LAMB SSG 

(5) FIX ; GM 

(0.037) FIX  ; IMAX 

(0, 808)  ; IT50 

 

$OMEGA     

  5.93 FIX  ; EBASE 

  0 FIX     ;KG  

  0.195 FIX  ; LAMB FEXI  

  0.18 FIX   ; LAMB MF 

  0 FIX  ; LAMB AmfoB 

  0 FIX  ; LAMB SSG 

  0 FIX  ; GM 

  5.84   ; IMAX 

  5.17  ; IT50 

 

$SIGMA   

  1.02   ; Prop error  

  0.5 FIX   ; Add error   

 

$ESTIMATION METHOD=1 INTER MAXEVAL=2000 NOABORT PRINT=10 POSTHOC 
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ETA5 ETA6 ETA7 ETA8 ETA9 CURE RDAY WT HT ONEHEADER NOPRINT FILE=tab10 
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Conclusions and perspectives 

Neglected tropical diseases (NTDs) are a diverse group of 20 diseases, including visceral 
leishmaniasis  (VL),  that  mostly  affect  impoverished  communities  and 
disproportionately affect children1. These diseases cause devastating health, social and 
economic  consequences  to more  than one billion people. Due  to a  structural  lack of 
funding,  development  of  interventions  to  tackle  NTDs  is  barely  performed,  and, 
therefore,  treatment  for most  NTDs  is  suboptimal. Many  of  the  currently  available 
drugs  were  developed  over  50  years  ago  and  many  of  them  exhibit  high  toxicity. 
Moreover,  treatment  efficacy  is  variable  among  patient  populations  and  often 
suboptimal.  Adequate  dosing  is  of  utmost  importance  to  obtain  adequate  exposure 
within  the  therapeutic  range,  to minimize  the  risks  for  either  treatment  failure  or 
toxicity. However, dose‐optimization studies or studies  in specific patient populations 
particularly  affected by NTDs  (e.g., pediatric or HIV  co‐infected patients) have  rarely 
been reported (chapter 1.1). 
 
Adequate  dosing  of  patients  affected  by  NTDs  comes with many  challenges.  These 
patient  populations  are  highly  heterogeneous  owing  to  variability  in  clinical 
characteristics  such  as  degree  of  liver  impairment, malnourishment,  or  concomitant 
underlying infections, which subsequently can lead to large inter‐individual variability in 
various aspects of the absorption, distribution, metabolism and excretion of VL drugs. 
Moreover,  because  of  limited  financial  resources,  elaborate  pharmacokinetic  studies 
are rarely performed, which  is further complicated by the remote setting where most 
patients live, impeding long‐term follow‐up of patients. These aspects generally lead to 
heterogeneous  and  often  underpowered  pharmacokinetic  studies,  with  only  sparse 
sampling and small sample sizes.  
 
The treatment of VL, a NTD with dramatic health impact, in Eastern Africa comes with 
all the above‐mentioned challenges. To improve VL treatment in Eastern Africa, dosing 
should  be  adjusted  to  Eastern  African  patients,  in  order  to  obtain  adequate  drug 
exposure  in  this  vulnerable  population.  Moreover,  VL  patients  are  typically 
hematologically  depleted  at  start  of  treatment,  resulting  in  an  impaired  immune 
function to combat the VL infection. A better understanding of the parasite dynamics is 
needed  to  understand  the  interplay  between  growth  of  Leishmania  parasites  and 
clinical  representation  of  VL  in  the  patient.  In  this  thesis,  we  aim  to  improve  VL 
treatment  in Eastern Africa by  improved understanding of  (i) the pharmacokinetics of 
anti‐leishmanial drugs and  (ii)  the pharmacodynamics of the Leishmania parasite. Key 
points  that  can  be  extracted  from  this  thesis  are  summarized  and  further  discussed 
below.  
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Key points 

1. To optimize VL treatment in Eastern Africa, population pharmacokinetic‐
pharmacodynamic studies are crucial for this largely pediatric and highly 
malnourished patient population 

2. Nutritional conditions and severity of VL disease are affecting the bioavailability and 
disposition of antileishmanial drugs and should be taken into account in current 
pharmacotherapy but also in the design of future clinical trials. 

3. Blood parasite load is a useful and widely implementable biomarker to understand 
the parasite dynamics and to monitor relapse of disease. 

1.  To optimize VL treatment in Eastern Africa, population 
pharmacokinetic‐pharmacodynamic studies are crucial for this largely 
pediatric and highly malnourished patient population  

Like most patient populations affected by NTDs, VL patients are typically malnourished 
to a variable extent, are severely sick, anemic, and often suffer from co‐infections, with 
50‐60%  being  children  under  12  years  old.  These  are  all  aspects  that  can  lead  to 
heterogeneous drug pharmacokinetics and  treatment efficacy. Moreover,  the  fragility 
of typical VL patients do not allow extensive blood sampling, as this can be considered 
too  invasive  for  this  vulnerable  patient  population.  Taking  into  account  the 
heterogeneous  patient  population  and  the  often  limited  data,  a  population‐based 
approach for pharmacokinetic‐pharmacodynamic analysis is the only relevant option to 
obtain  the  urgently  needed  pharmacokinetic  data  to  support  dosing  strategies  and 
decisions. It allows to determine drug exposure in different populations based on very 
heterogeneous,  sparse  and  limited  data. Moreover,  it  allows  to  characterize  and  to 
explain inter‐individual differences in pharmacokinetics by patient characteristics (e.g., 
body  weight,  age,  and  concomitant  medication).  Once  pharmacokinetic‐
pharmacodynamic  models  are  developed  and  exposure‐response  relationships  are 
established,  optimal  dosing  schemes  can  be  designed  to  reach  the  desired  drug 
exposure and effect in all patients. This can be achieved by simulations of various dose 
regimens,  taking  into  account  the  actual  variability  in  patient  characteristics  in  the 
target population.  
 
Variability  in  efficacy  of  paromomycin  and  miltefosine  monotherapies,  or  in  a 
combination  with  other  drugs,  have  been  observed  previously2‐4.  Higher  doses  of 
miltefosine  and  paromomycin  have  been  used  in  Eastern  Africa  compared  to  those 
applied in India, but monotherapies of these drugs still result in suboptimal efficacy2,5. 
To assess if the suboptimal efficacy is related to underexposure to the drugs, exposure‐
response  relationships  for  paromomycin  and  miltefosine  in  the  Eastern  African 
population need to be established.   An exposure‐response relationship for miltefosine 
in Eastern African patients has been characterized before. The VL  relapse hazard was 
related  to  underexposure  to  the  drug,  particularly  in  children6.  An  adapted  dosing 
regimen  for pediatrics based on allometric  scaling  led  to higher miltefosine exposure 
and efficacy comparable to adults7,8. A pharmacokinetic‐pharmacodynamic analysis was 
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used  to  define  a  target  for miltefosine  exposure  needed  for  optimal  efficacy9.  The 
pharmacokinetics  of  paromomycin  in  VL  patients  has  not  been  studied  before.  The 
population  pharmacokinetic  analysis  of  paromomycin  in  this  thesis  (chapter  2.1) 
revealed  important  pharmacokinetic  differences  between  Indian  and  Eastern African 
patients, and within Eastern African regions3,4. The known geographical differences  in 
paromomycin  and  miltefosine  efficacy,  and  the  geographical  pharmacokinetic 
differences  studied  in  this  thesis,  demonstrate  that  it  is  not  possible  to  simply 
extrapolate VL dosing schemes developed elsewhere, to Eastern African patients. The 
different  exposure‐response  relationships  in  Eastern  African  patients  are most  likely 
one  of  the  reasons  for  the  geographical  efficacy  differences.  Exposure‐response 
relationships of paromomycin  and miltefosine need  to be  established  in  the  Eastern 
African population in order to develop an adequate dosing regimen.  
 
In this thesis, the knowledge on the effective and tolerable doses of paromomycin and 
miltefosine Eastern African patients2,4,5,8, as well as  the knowledge on  the miltefosine 
exposure‐response  relationship  in  Eastern  African  adults  and  pediatrics6,7,9,  were 
integrated to develop a new paromomycin‐miltefosine combination regimen in Eastern 
African VL patients (chapter 2.2). This regimen consisted of a higher paromomycin dose 
for a longer period of time in combination with a longer miltefosine treatment duration 
of  14  days  compared  to  the  10‐day  Indian  treatment  regimen10.  This  led  to  a 
paromomycin  exposure  comparable  to  the  earlier  pharmacokinetic  study  in  Eastern 
African patients  (chapter 2.1 and 2.3). The proposed allometric dosing of miltefosine 
was verified in this study and in chapter 2.3 it was shown that miltefosine exposure in 
children  and  adults was  comparable  to  previous  studies  in  Eastern  African  adult  VL 
patients,  confirming  adequate miltefosine  dosing  in  this  new  combination  regimen. 
Moreover,  the  miltefosine  allometric  dosing  regimen  let  to  similar  exposure  in 
pediatrics comparable to adult exposure, confirming the importance of an appropriate 
body size‐based dosing scheme. 

2.  Nutritional  conditions  and  severity  of  VL  disease  are  affecting  the 
bioavailability and disposition of antileishmanial drugs 

The  majority  of  patients  affected  by  VL  are  malnourished  and  suffer  from  clinical 
manifestations  of  the  disease,  such  as  fever  and  hematological  depletions  such  as 
anemia, neutropenia, or even pancytopenia. These complications  lead to physiological 
alterations  that  potentially  affect  drug  pharmacokinetics  and  pharmacodynamics,  a 
mechanism  that  played  a  key  role  in  multiple  studies  described  in  this  thesis.  As 
described in Key point 1, variability in paromomycin and miltefosine pharmacokinetics 
was  observed  among  different  VL  populations.  One  of  our  goals  was  to  find 
determinants  that  could  explain  the  variability  in  pharmacokinetics  and 
pharmacodynamics of antileishmanial drugs. 
 
An extensive systematic  review on all pharmacokinetic studies performed  in poverty‐
related infectious diseases (PRDs) (chapter 1.2) demonstrated that malnutrition affects 
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the pharmacokinetics  for most of  the studied drugs. The effects of malnutrition were 
heterogeneous,  due  to  different  definitions  and  degrees  of  malnutrition,  lack  of 
controlled  trials, and  lack of non‐malnourished comparator groups. However, general 
trends could be extracted for specific classes of drugs and different types and degrees 
of  malnutrition.  Clinically  relevant  effects  were  mainly  observed  in  severely 
malnourished and kwashiorkor patients. In our modeling studies (chapter 2.1, 2.3, 2.4, 
and  3.2),  nutritional  status  of  the  patient  could  not  be  identified  as  a  significant 
covariate explaining variability in paromomycin or miltefosine pharmacokinetics.  
 
A  reason  that  none  of  these  relationships  could  be  identified  could  be  the  lack  of 
variability  in nutritional  status among  the  studied patients.  In  the VL population,  the 
majority  of  patients  is  malnourished,  which  makes  it  difficult  to  compare 
pharmacokinetics to well‐nourished patients. Additionally, patients who were severely 
malnourished  or  had  kwashiorkor were  excluded  from  the  clinical  trials, which  is  in 
particular the population mostly at risk for clinically relevant pharmacokinetic changes 
that may  affect  treatment  response. Outside  the  clinical  trial  setting,  these  severely 
malnourished  patients  do  get  affected  by VL,  and  especially  these  highly  vulnerable 
patients  require optimal and  individualized drug  treatment. To optimize  treatment  in 
these neglected subpopulations, adequate pharmacokinetic studies are highly needed, 
including severely malnourished or kwashiorkor patients.  
 
Based on  the  results of  the systematic  review  (chapter 1.2) and  the pharmacokinetic 
properties  of  paromomycin  and  miltefosine,  it  might  be  expected  that  for 
paromomycin,  the volume of distribution of  this hydrophilic drug will be  increased  in 
severely  malnourished  patients,  due  to  decreased  lean  body  mass  and  increased 
extracellular body water.  This  can potentially  lead  to decreased peak  concentrations 
(Cmax)  and/or  an  extended  elimination  half‐life  and  prolonged  exposure.  Typical  for 
aminoglycosides,  this might  lead  to  lower efficacy  (related  to Cmax) and higher  risk of 
toxicity  (related  to  prolonged  exposure).  Moreover,  in  kwashiorkor  the  glomerular 
filtration  rate  is decreased,  so  renal  clearance might be decreased  as well,  the main 
route of paromomycin elimination. Based on these expectations, we would recommend 
to  use  a  lower  paromomycin  dose  in  severely  malnourished  patients.  In  severe 
malnutrition, miltefosine  absorption might be  increased due  to decreased  activity of 
p‐glycoprotein  transporters  in  the  gut.  Miltefosine  is  highly  protein‐bound,  with  a 
preference  for albumin, and  therefore volume of distribution might be  increased and 
miltefosine plasma  levels decreased, due  to  low albumin plasma  levels. The  resulting 
effect  of  the  change  in  plasma  concentration  on  miltefosine  efficacy  is  difficult  to 
predict,  as  a  change  in  plasma  concentration  does  not  necessarily  lead  to  altered 
exposure at the target sites.  
 
Although  the  expected  effects  of  severe  malnutrition  on  paromomycin 
pharmacokinetics were  not  identified  in  the  paromomycin  pharmacokinetic  analysis 
(chapter 2.1, 2.3 and 2.4), changes in pharmacokinetics were related to manifestations 
of VL  infection.  In chapter 2.4, the pharmacokinetics of paromomycin and miltefosine 
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were compared between VL and post kala‐azar dermal leishmaniasis (PKDL) patients to 
evaluate  the  effect  of  disease‐associated  factors  on  the  pharmacokinetics.  Patients 
were from the same geographical regions, and therefore populations were comparable 
in  terms  of  demographics  such  as  age  and  body  size,  except  for  disease‐associated 
factors.  VL  patients  are  more  severely  sick  and  suffer  from  fever,  hematological 
depletions  and  worse  kidney  function,  factors  that  can  all  influence  the 
pharmacokinetics.  On  the  other  hand,  PKDL  patients  are  relatively  healthy,  with 
hematological  values  within  the  normal  range  at  start  of  treatment.  Paromomycin 
clearance was  lower  in VL patients  compared  to PKDL patients, due  to worse kidney 
function  in  VL  patients  (chapter  2.4).  This  finding  is  in  line  with  earlier  results.  A 
decrease  in  paromomycin  clearance  between  the  start  and  end  of  treatment  in  VL 
patients  was  observed  (chapter  2.1  and  2.3),  and  was  significantly  correlated  to 
recovering  plasma  neutrophil  levels  that  were  measured  longitudinally  during 
treatment (chapter 2.3). All VL patients were neutropenic at start of treatment, one of 
the manifestations of  the disease, and neutrophil  levels did  recover during and after 
treatment.  Consequently,  this  led  to  a  potentially  clinically  relevant  increased 
paromomycin exposure from start to end of treatment. The decrease  in paromomycin 
clearance  has  not  been  observed  in  PKDL  patients, who  had  overall  a  better  renal 
function (chapter 2.4). For miltefosine, a 60% lower bioavailability during the first week 
of treatment was only observed in VL patients, due to malabsorption related to patient 
illness  (chapter  2.4).  These  pharmacokinetic  differences  led  to  a  26%  lower 
paromomycin and 38% higher miltefosine exposure  in PKDL patients compared  to VL 
patients  when  receiving  the  same  dosing  regimen.  These  results  highlight  the 
substantial impact of disease‐specific factors on renal function (paromomycin) and the 
extent of gastrointestinal absorption (miltefosine), and consequently on drug exposure.  
 
Given that dosing regimens for PKDL patients are generally directly extrapolated from 
those  for  VL  patients,  this  could  lead  to  exposure  in  PKDL  patients  outside  the 
therapeutic range. The  lower paromomycin plasma exposure might explain  the  fewer 
cases  of  nephrotoxicity  and  ototoxicity  found  in  PKDL  patients,  as  toxicity  of 
aminoglycosides  is related to the maximum plasma concentration. On the other hand, 
the  increased miltefosine  exposure  and  faster  time  to  reach  the miltefosine  target 
concentration  (EC90)  in  PKDL  patients  might  be  beneficial  for  treatment  efficacy. 
However, the target exposure of paromomycin and miltefosine in PKDL patients is still 
unknown, and exposure‐response relationships should be established in PKDL patients 
in order to optimize paromomycin and miltefosine dosing. PKDL is mainly manifested in 
the skin, so drug exposure  in the skin  lesions will be highly relevant for the exposure‐
response relationship. Therefore, pharmacokinetic‐pharmacodynamic studies including 
pharmacokinetics  in  plasma  as  well  as  the  target‐site  are  required  to  establish 
exposure‐response relationships and optimize dosing in PKDL patients. 

 

Because of  lack of  knowledge  about  the  exposure‐response  relationships  in  severely 

malnourished  patients  and  PKDL  patients,  paromomycin  and  miltefosine  dosing  is 

extrapolated from the VL patient population that is generally studied, who are normally 
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nourished or moderately malnourished. The results from this thesis highlights that the 

extrapolation  of  dosing  regimens  should  be  performed  with  caution  when  the 

pharmacokinetics  in  the  studied  population  are  unknown,  not  only  between 

geographical  regions  but  also  between  clinical  indications.  Based  on  the  theoretical 

effects  of malnutrition  on  paromomycin  and miltefosine  pharmacokinetics  (chapter 

1.2),  as well  as  the  identified  disease‐specific  effects  (chapter  2.1,  2.3,  and  2.4),  a 

higher paromomycin dose could potentially be considered for PKDL patients, compared 

to VL patients. Based on  the  results  in  this  thesis, we would not  recommend a dose 

adjustment  for  miltefosine  in  severely  malnourished  patients  or  PKDL  patients.  In 

Sudanese PKDL patients, a higher miltefosine exposure was observed, which appeared 

nevertheless  well  tolerable.  Adequate  pharmacokinetic  studies  including  severely 

malnourished and PKDL patients are needed to confirm these recommendations.  

3. Blood parasite  load  is a useful biomarker to understand the parasite 
dynamics and to monitor relapse of disease 

One  of  the  challenges  in  both  VL  drug  development  and  individual  VL  patient 

management  is  the  early  evaluation of  treatment  response, which has been  a  focus 

point in this thesis. After initial cure by the end of treatment, relapses occur in a portion 

of patients, which is difficult to predict as there are no known determinants for parasite 

recrudescence and clinical relapse of disease. To be able to early predict relapse  later 

during follow‐up, a better understanding of the parasite dynamics is needed, as well as 

sensitive and specific biomarkers  to monitor disease activity during or early after  the 

treatment. Little  is known about the parasite dynamics  in the host, how and how fast 

the parasite replicates, how its replication is suppressed or how the parasite is killed by 

different  therapies,  and  how  the  host’s  immune  system  is  involved  in  successful 

clearance of the parasite. To characterize the parasite dynamics and to predict patient 

relapse, sensitive and specific biomarkers  that  reflect  the parasite activity  in  the host 

are needed. At the moment, such biomarkers that are easy and safe to use for regular 

monitoring are not available. The gold  standard  for VL diagnosis and confirmation of 

clinical  relapse  is  the  quantification  of  Leishmania  amastigotes  in  spleen  or  bone 

marrow aspirate smears by microscopy, which is a highly invasive procedure and comes 

with  the  risk  of  severe  abdominal  bleeding  in  case  of  splenic  aspiration.  For  these 

reasons,  assessment  of  parasites  in  these  infected  organs  is  not  suitable  for  regular 

monitoring  and  limited  to  clinical  suspicion  of  treatment  failure  or  relapse. 

Quantification  of  blood  parasite  load  by  real‐time  quantitative  polymerase  chain 

reaction (qPCR) might be a patient‐friendly and relatively cheap alternative for disease 

monitoring.  Both  blood  and  tissue  qPCR  parasite  loads  showed  a  correlation  with 

microscopy  gradings  from  aspirate  smears  in  Eastern  African  VL  patients,  and  the 

absolute blood parasite load on Day 56 turned out to be a highly sensitive predictor of 

relapse  (chapter  3.1).  In  clinical  practice,  this  could  be  very  useful  to  get  an  early 

indication  of  long‐term  treatment  outcome.  A  positive  blood  parasite  load  (>20 
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parasites/mL) on Day 56  is a strong  indication for clinical relapse, suggesting the need 

for more frequent monitoring of these patients. The predictiveness of Day 56 parasite 

load was confirmed by our pharmacokinetic‐pharmacodynamic parasite model, which 

demonstrated  that  individual  predictions  of  parasite  levels  on  Day  28  and  Day  56 

correlated  with  long‐term  clinical  outcome  (chapter  3.2).  Moreover,  the  parasite 

dynamics  model  provided  estimates  of  the  clinical  in  vivo  replication  rate  of  the 

parasite,  which  has  not  been  described  before,  and  could  adequately  describe  the 

effects of different VL therapies on parasite clearance during the treatment. This is very 

useful in the understanding of the relationship between parasite clearance and clinical 

response, as it indicates that sufficient parasite clearance by the treatment is needed to 

successfully  cure  the  patient,  as  really  low  blood  parasite  loads  are  already  an 

indication of patient relapse, even when clinical symptoms of VL are not yet present. 

For  example,  there  were  considerably  more  patients  (80‐93%  of  patients)  with 

sufficient parasite  clearance at Day 56  (defined as parasite  load <20 parasites/mL)  in 

the treatment regimens with a good efficacy of 76‐93%, compared to sufficient parasite 

clearance  in only 14% of patients  receiving  fexinidazole with  a  really bad  efficacy of 

15%.  

A second insight from these studies was that parasite clearance by the treatment is not 

solely  responsible  for  relapse of disease. Low parasite  levels by  the end of  treatment 

are  associated with  successful  cure, but  complete parasite  eradication has not been 

reached  in  most  cases.  Detectable  qPCR  blood  or  tissue  parasite  loads  at  end  of 

treatment were observed  in patients considered clinically cured, and even during  the 

follow‐up (chapter 3.1). This suggests that patients can still harbor Leishmania parasites 

at  low  levels,  but  nevertheless  remain  asymptomatic.  A  positive  qPCR  in  a  patient 

without  clinical  signs  and  symptoms  of  disease  could  indicate  the  need  for  closer 

follow‐up but not directly rescue treatment, as for an  immuno‐competent patient the 

immune system is expected to control the infection, conferring long‐lasting protection. 

Moreover,  this  insight  highlights  the  contribution  of  the  hosts’  immune  response  to 

suppress  or  to  clear  the  parasite.  After  treatment  of  VL  infection,  it  has  been 

demonstrated that life‐long immune suppression is needed11,12. Even after years, latent 

parasites can reactivate once the immune system gets impaired13, for example in case 

of HIV  infection.  In  the  same way as malnutrition or VL disease  symptoms can affect 

drug  pharmacokinetics,  these  factors  can  also  influence  the  functionality  of  the 

patients’ immune system. In order to describe parasite suppression and predict patient 

relapse,  biomarkers  that  reflect  the  patient’s  immune  response  are  studied  in  this 

thesis.  

 

In  our  modeling  analysis  (chapter  3.2),  we  evaluated  different  parasite‐  and  host‐

related  factors,  such  as hematological markers,  that  could  reflect  the  activity  of  the 

host’s  immune  system  against  the  parasite.  We  were,  however,  unable  to  find 

predictive markers that correlated with parasite response after the treatment, or with 
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clinical outcome. It appeared difficult to find a single marker that reflects the complex 

mechanism  of  host‐related  parasite  clearance  and  suppression  of  parasite 

recrudescence during follow‐up, even though an advanced method such as a non‐linear 

mixed‐effects modeling  approach was used  to  characterize  the  longitudinal  interplay 

between parasite, drugs and host. Moreover, the sparseness of biomarker data during 

the  follow‐up  phase  might  have  complicated  the  identification  of  potential 

relationships. 

Future perspectives 

The studies described in this thesis are a step forward towards improved treatment of 
VL in Eastern Africa. The pharmacokinetics of paromomycin and miltefosine have been 
studied in Eastern African patients, with the aim to optimize dosing of these drugs in all 
Eastern African patients, including pediatric patients. The paromomycin/miltefosine 14‐
day combination regimen is an improvement over the currently used therapies because 
of  the  shorter  required  hospitalization  period  and  the  absence  of  the  highly  toxic 
sodium  stibogluconate  component  (chapter  2.2)  and  resulted  in  adequate  efficacy 
comparable to the standard of care. At the same time, overall toxicity was low for this 
new  regimen  and  generally  well  tolerated.  Once  this  treatment  is  implemented  as 
standard therapy for VL in Eastern Africa, it will be important to closely monitor these 
patients,  to  confirm  the  outcomes  of  this  Phase  III  clinical  trial.  The  real‐world  VL 
population  is  more  diverse  compared  to  the  clinical  trial  population,  where  e.g., 
severely malnourished and severely ill patients are typically excluded. These population 
differences might  impact  treatment efficacy and/or  the pharmacokinetics. To verify  if 
drug exposure is adequate in the whole VL population, the pharmacokinetics should be 
analyzed once this treatment is being used.  
 
To further optimize the use of this new combination regimen, e.g., treatment duration 
might even be shortened, dosing might be further optimized/individualized, and other 
oral  companion  drugs  could  be  used  to  replace  intramuscular  paromomycin  in  the 
future.  Shorter  treatment  duration  of  paromomycin  will  lead  to  a  shorter 
hospitalization period, saving costs and improving convenience for the patient. Shorter 
treatment duration of miltefosine might  also be  an option, however,  given  the  slow 
absorption  and  long duration before  effective  concentrations  are  reached,  a  loading 
dose  regimen might be  required, possibly combined with a gastroprotective agent  to 
avoid dose‐limiting gastro‐intestinal side effects. A food‐effect study might be useful in 
this context, as  it  is currently unknown whether higher doses of miltefosine would be 
tolerable together with a certain type or amount of food. 
 
This  thesis  sheds  a  very  first  light  on  the  clinical  in  vivo  parasite  dynamics  during 
treatment  in  VL  and  the  relationship  with  clinical  manifestations  of  the  disease. 
Moreover,  factors  that  affect parasite dynamics,  the patient’s  immune  response  and 
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clinical outcome were studied, with the aim to  identify early biomarkers or predictors 
that  correlate with  clinical outcome. This might be particularly useful  to predict  long 
term  treatment  response already during or early after  the  treatment  in  clinical  trials 
with new dosing regimens or new combination therapies, to get an early  indication of 
the  long‐term  response  to  the  treatment. More  regular monitoring during  treatment 
and follow‐up can potentially further  improve the understanding of parasite dynamics 
and  the  correlation  with  biomarkers.  For  example,  it  was  not  possible  to  identify 
biomarkers reflecting  the hosts’ capacity  to suppress parasite recrudescence  (chapter 
3.2), which might be very helpful in predicting VL relapse. To identify these biomarkers 
in  the  future,  longitudinal  monitoring  of  markers  that  could  reflect  the  patients’ 
immune  function  should  be  performed  in  novel  clinical  trials,  such  as  frequent 
measurement of  lymphocytes, neutrophils and albumin. These hematological markers 
are known to be related to severity of VL disease, and lymphocytes and neutrophils are 
also directly related to the immune response against Leishmania parasites.  
 
Blood parasite  load on Day 28 after  start of  treatment  showed  to be a  sensitive and 
specific  biomarker  for  clinical  outcome, which  is  an  improvement  compared  to  the 
standard determination of response 6 months after treatment. Although this biomarker 
could  distinguish  long‐term  outcome  between  treatment  regimens  with  different 
efficacy  rates,  it could not correctly predict  relapse  in every single patient, and could 
therefore  not  yet  replace  the  standard  diagnostic  of  parasite  assessment  in  spleen 
aspirates to define VL cure. The correlation of blood parasite load by qPCR with clinical 
outcome  could  be  improved  by  improving  the  logistics  for  sample  extraction  and 
preparation, and by improving the qPCR extraction method, as a substantial portion of 
qPCR  samples and parasite  load measurements were missing  (chapter 3.1). With  the 
increase in molecular biology capacity in areas endemic for VL, we expect that it would 
be feasible to put this tool into practice in clinical trial settings, and that technical issues 
with stability of kDNA and reproducibility of sample extraction would be reduced. Once 
molecular biology  tools  in blood such as qPCR are  improved,  this method might even 
replace  the current  invasive  tissue aspiration procedures  for parasitological diagnosis 
and  long‐term  treatment  monitoring.  This  patient‐friendly  alternative  of  blood 
sampling can be performed more  frequently, which promotes  frequent monitoring of 
patients on a large scale in clinical trials. 
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Summary 

Chapter 1  

Neglected  tropical  diseases  (NTDs)  are  a  group  of  20  diseases,  including  visceral 

leishmaniasis  (VL),  that  mostly  affect  impoverished  communities  and 

disproportionately affect children. Due to a structural  lack of funding, development of 

interventions  to  tackle NTDs  is barely performed, and,  therefore,  treatment  for most 

NTDs  is  suboptimal. Many  of  the  currently  available  drugs were  developed  over  50 

years  ago  and many  of  them  exhibit  high  toxicity. Moreover,  treatment  efficacy  is 

variable  among  patient  populations  and  often  suboptimal.  Adequate  dosing  is  of 

utmost importance to obtain adequate drug exposure within the therapeutic range, to 

minimize  the  risks  for  either  treatment  failure or  toxicity.  To  achieve  adequate drug 

exposure  in  all  patients,  pharmacokinetic  studies  are  needed  in  patient  populations 

affected  by NTDs,  preferably  by  applying  population‐based modeling  and  simulation 

techniques  to  enable  the  design  of  improved  dosing  regimens  in  specific  patient 

populations  and  to  optimally  use  the  often  limited  resources  and  available  data.  In 

chapter 1.1 we discovered that for most NTDs, adequate pharmacokinetic studies are 

lacking.  In  particular  population‐based  pharmacokinetic  dose‐optimization  studies  or 

studies  in patient populations particularly affected by NTDs  (e.g., pediatric or HIV co‐

infected  patients)  have  rarely  been  reported,  while  these  studies  can  make  a 

substantial improvement in treatment optimalization for NTDs.  

 

NTD  patient  populations  are  highly  heterogeneous  owing  to  variability  in  clinical 

characteristics  such  as  degree  of  liver  impairment, malnourishment,  or  concomitant 

underlying infections, which subsequently can lead to large inter‐individual variability in 

various aspects of the absorption, distribution, metabolism and excretion of NTD drugs. 

In  chapter  1.2 we  demonstrated  that malnutrition  affects  the  pharmacokinetics  for 

most of the studied drugs used to treat poverty‐related diseases (PRDs). Although the 

effects  of malnutrition  were  heterogeneous,  general  trends  could  be  extracted  for 

specific  classes  of  drugs  and  different  types  and  degrees  of malnutrition.  Clinically 

relevant  effects  were  mainly  observed  in  severely  malnourished  and  kwashiorkor 

patients. As a significant portion of the patients affected by PRDs are malnourished, the 

effects  of malnourishment  on  pharmacokinetics  should  be  taken  into  account when 

dosing  regimens  are  extrapolated  to  these  populations,  and  clinical  pharmacokinetic 

studies with PRD drugs should preferably include (severely) malnourished patients.  

Chapter 2 

VL, one of  the NTDs,  is a devastating disease caused by  the Leishmania parasite  that 

affects  the  poorest  of  the  poor,  with  the  highest  burden  in  Eastern  Africa, mainly 

affecting  children.  Current  treatment  for  VL  is  far  from  optimal,  since  it  entails 
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hospitalization during  the whole  treatment period with painful  injections  twice daily, 

and  the  risk  of  potentially  life‐threatening  antimony‐related  toxicities.  Paromomycin 

and miltefosine are favorable treatment options because of their relatively good safety 

profile  and  suitability  for use  in  remote  areas. However,  treatment  efficacy of  these 

drugs  is  suboptimal  in  Eastern  Africa,  and  efficacy  is  highly  variable  among  patient 

populations.  To  assess  if  the  suboptimal  efficacy  is  related  to  underexposure  to  the 

drugs,  the  pharmacokinetics  of  paromomycin  and miltefosine  in  the  Eastern  African 

population was  studied with  the aim  to establish exposure‐response  relationships.  In 

chapter  2.1,  the  pharmacokinetics  of  paromomycin  was  characterized  in  Eastern 

African and  Indian VL patients for the first time, and revealed substantial variability  in 

paromomycin  pharmacokinetics  among  geographical  regions.  However,  the  lower 

paromomycin  efficacy  in  Eastern  Africa  compared  to  India  could  not  be  related  to 

paromomycin exposure, and thus the exposure‐response relationship of paromomycin 

seem to be different in Eastern Africa, which is also the case for miltefosine.  

 

The  knowledge  on  geographical  efficacy  differences  and  pharmacokinetics  has  been 

used  to  develop  an  adapted  14‐day  paromomycin‐miltefosine  regimen.  This  new 

combination regimen has been studied in Eastern African VL patients (chapter 2.2), and 

demonstrated adequate efficacy  comparable  to  the  current  standard of  care. With 1 

less injection each day, reduced treatment duration, and no risk of SSG‐associated life‐

threatening cardiotoxicity, this 14‐day paromomycin‐miltefosine combination is a more 

patient‐friendly  alternative  for  pediatric  and  adult  VL  patients  in  Eastern  Africa.  In 

chapter  2.3,  the  pharmacokinetics  of  paromomycin  and miltefosine were  studied  in 

these patients using a population‐based approach. The pharmacokinetics of both drugs 

were in accordance with earlier pharmacokinetic studies, and miltefosine exposure and 

target  attainment  was  adequate  in  both  adults  and  pediatrics,  a  specific  research 

question as children have been underexposed to miltefosine before. This confirms the 

improvement  of  the  miltefosine  allometric  dosing  regimen  over  the  conventional 

dosing regimen.  

 

In chapter 2.4,  the pharmacokinetics of paromomycin and miltefosine was compared 

between  post  kala‐azar  dermal  leishmaniasis  (PKDL)  patients  and  VL  patients,  and 

revealed  substantial  differences  in  pharmacokinetics  between  the  two  clinical 

representations  of  the  disease.  These  findings  highlight  the  impact  of  disease‐

associated physiological alterations on  the pharmacokinetics of antileishmanial drugs, 

with potentially clinically relevant effects on drug exposure. Given that dosing regimens 

for PKDL patients are generally directly extrapolated  from  those  for VL patients,  this 

could  lead  to  exposure  in  PKDL  patients  outside  the  therapeutic  range.  This  study 

demonstrates  that  dosing  regimens  could  not  be  directly  extrapolated  between 

different disease populations, and pharmacokinetic studies in PKDL patients should be 

performed to develop adequate dosing regimens for these patients.  
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Chapter 3 

One  of  the  challenges  in  both  VL  drug  development  and  individual  VL  patient 

management is the early evaluation of treatment response. Although most VL patients 

seem  initially cured by  the end of  treatment,  relapses occur  in a  fraction of patients, 

which is a particularly long‐term event that can occur within 12 months or even longer 

after  treatment  and  is  difficult  to  predict.  To  be  able  to  early  predict  relapse  later 

during follow‐up, a better understanding of the parasite dynamics is needed, as well as 

sensitive and specific biomarkers  to monitor disease activity during or early after  the 

treatment. At the moment, such biomarkers that are easy and safe to use for regular 

monitoring are not available. In this chapter, we studied the use of blood parasite load 

quantified by real‐time quantitative polymerase chain  reaction  (qPCR) as a biomarker 

to  reflect  the  parasite  activity  in  the  host,  which  might  be  a  patient‐friendly  and 

relatively  cheap alternative  for disease monitoring.  In  chapter 3.1, we demonstrated 

that both blood and tissue qPCR parasite  loads showed a correlation with microscopy 

gradings  from  aspirate  smears  (the  gold  standard  for  disease monitoring)  in  Eastern 

African VL  patients,  and  the  blood  parasite  load  on  day  56  after  start  of  treatment 

turned out  to be a highly  sensitive predictor of  relapse, which was confirmed by  the 

pharmacokinetic‐pharmacodynamic parasite model described in chapter 3.2. In clinical 

practice,  this  could  be  very  useful  to  get  an  early  indication  of  long‐term  treatment 

outcome.  Moreover,  the  model  for  parasite  dynamics  during  and  after  treatment 

provided estimates of the clinical in vivo replication rate of the parasite, which has not 

been  described  before,  and  could  adequately  describe  the  effects  of  different  VL 

therapies  on  parasite  clearance  during  the  treatment.  This  is  very  useful  in  the 

understanding  of  the  relationship  between  parasite  clearance  and  clinical  response. 

The model demonstrated that sufficient parasite clearance by the treatment is needed 

to successfully cure  the patient, but also a proper  functioning  immune system of  the 

host to control the infection after treatment, conferring long‐lasting protection.  

 

In  conclusion,  the  pharmacokinetics  of  paromomycin  and miltefosine was  studied  in 

Eastern  African  VL  patients,  and  provided  insight  in  the  exposure‐response 

relationships  of  the  drugs.  This  knowledge  was  used  to  develop  an  adapted 

paromomycin‐miltefosine combination regimen in Eastern African VL patients, resulting 

in satisfactory cure rates and desired drug exposure  levels  in both pediatric and adult 

patients.  Moreover,  the  impact  of  malnutrition  and  severity  of  disease  on  drug 

pharmacokinetics and exposure was studied, and substantial and potentially clinically 

relevant effects were discovered. Secondly, the Leishmania parasite dynamics has been 

characterized  in VL patients and  the potential use of blood parasite  load as an early 

biomarker to predict clinical relapse of disease has been studied. The knowledge gained 

in this thesis  is a step  forward to optimization,  individualization and monitoring of VL 

treatment in Eastern Africa.  
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Nederlandse samenvatting 

Hoofdstuk 1  

Momenteel worden er twintig ziekten beschouwd als verwaarloosde tropische ziekten 

of  ‘Neglected Tropical Diseases  (NTD’s)’, waaronder viscerale  leishmaniasis  (VL). Deze 

ziekten komen voornamelijk voor in lage‐ en middeninkomenslanden en treffen vooral 

kinderen. Vaak zijn er geen goede behandelingen beschikbaar en door een structureel 

tekort aan  financiering worden er ook nauwelijks nieuwe geneesmiddelen ontwikkeld 

ter behandeling van deze NTD’s. Veel van de gebruikte middelen zijn al meer dan 50 

jaar geleden ontwikkeld en vertonen vaak ernstige toxiciteit. Daarbij  is de effectiviteit 

van deze middelen  zeer variabel  tussen patiëntenpopulaties en vaak niet  toereikend. 

Om het risico op zowel toxiciteit als onvoldoende effectiviteit te minimaliseren  is een 

juiste blootstelling  van het  geneesmiddel  in de patiënt belangrijk  en hiervoor  is  een 

juiste  dosering  nodig.  Om  een  juiste  blootstelling  in  alle  patiënten  te  bereiken  zijn 

farmacokinetische (PK) studies nodig, waarbij de absorptie, verdeling, metabolisme en 

excretie van geneesmiddelen in kaart kunnen worden gebracht. Door gebruik te maken 

van modellering  van  de  hele  populatie  kan  zoveel mogelijk  informatie  uit  de  vaak 

beperkte  data  gehaald  worden  en  kunnen  optimale  doseerschema’s  ontwikkeld 

worden  voor  verschillende  patiëntenpopulaties. Hoofdstuk  1.1  liet  zien  dat  voor  de 

meeste NTD’s goede PK  studies missen. Vooral populatie PK  studies  in  typische NTD 

patiëntenpopulaties  zoals  kinderen  of  patiënten  met  HIV‐coïnfectie  zijn  nauwelijks 

gerapporteerd, terwijl deze studies juist substantieel de behandeling van NTD’s kunnen 

verbeteren.  

 

NTD  patiënten  verschillen  sterk  in  klinische  eigenschappen  zoals  de  mate  van 

leverschade, ondervoeding, of andere onderliggende infecties. Dit kan leiden tot grote 

verschillen  in diverse aspecten van de PK van NTD geneesmiddelen.  In hoofdstuk 1.2 

werd aangetoond dat ondervoeding de PK beïnvloedt van de meeste geneesmiddelen 

voor  aan  armoede‐gerelateerde  infectieziekten of  ‘Poverty‐Related Diseases  (PRD’s)’. 

Hoewel  de  effecten  van  ondervoeding  erg  verschillend  waren,  konden  er  trends 

ontdekt  worden  voor  bepaalde  geneesmiddelgroepen  en  voor  verschillende  typen 

ondervoeding.  Klinisch  relevante  effecten  werden  vooral  gevonden  in  ernstig 

ondervoede patiënten. Omdat een groot deel van de PRD populatie ondervoed is, zou 

hier rekening mee gehouden moeten worden bij het extrapoleren van doseerschema’s 

naar deze populaties en bij voorkeur omvatten PK studies van PRD geneesmiddelen ook 

ondervoede patiënten om beter de PRD patiëntenpopulatie te reflecteren. 

Hoofdstuk 2 

VL, een van deze NTD’s, is een levensbedreigende ziekte die wordt veroorzaakt door de 

Leishmania  parasiet.  Besmettingen  komen  het meest  voor  in  Oost  Afrika, waar  het 
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vooral armen en kinderen treft. De behandeling die momenteel gebruikt wordt, is verre 

van  optimaal,  omdat  ziekenhuisopname  gedurende  de  hele  17‐daagse  behandeling 

nodig  is,  met  dagelijks  twee  pijnlijke  injecties  en  het  risico  op  ernstige  antimoon‐

gerelateerde  toxiciteit.  Paromomycine  en  miltefosine  zijn  mogelijk  goede 

behandelopties  omdat  ze  relatief  veilig  zijn  en  makkelijker  in  gebruik  in  afgelegen 

gebieden  waar  VL  het  meest  voorkomt.  De  effectiviteit  van  de  standaard 

doseringsregimes van deze middelen is echter ontoereikend in Oost Afrika en verschilt 

sterk tussen geografische gebieden. Om te achterhalen of de lagere effectiviteit in Oost 

Afrika gerelateerd is aan een te lage blootstelling van de geneesmiddelen is de PK van 

paromomycine en miltefosine  in Oost Afrikaanse patiënten onderzocht.  In hoofdstuk 

2.1 is voor het eerst de PK van paromomycine in Oost Afrikaanse en Indiase patiënten 

in  kaart  gebracht,  en  toonde  aanzienlijke  geografische  verschillen  in  PK.  Deze 

verschillen  in  PK  konden  echter  niet  gerelateerd  worden  aan  de  verschillen  in 

effectiviteit, wat aantoont dat de relatie tussen blootstelling en effectiviteit voor deze 

middelen anders is in Oost Afrika, wat ook het geval is voor miltefosine.   

 

Deze  kennis  over  geografische  verschillen  in  effectiviteit  en  PK  is  gebruikt  om  een 

14‐daagse  paromomycine‐miltefosine  combinatiebehandeling  te  ontwikkelen  in Oost 

Afrikaanse  patiënten.  Deze  nieuwe  combinatiebehandeling  had  een  vergelijkbare 

effectiviteit  als  de  standaardbehandeling  (hoofdstuk  2.2).  Deze  behandeling  heeft 

daarbij een kortere behandelduur met dagelijks één injectie minder en heeft geen risico 

op  ernstige  antimoon‐geassocieerde  toxiciteit.  Daarom  is  deze  behandeling  een 

patiëntvriendelijker alternatief voor kinderen en volwassenen met VL in Oost Afrika. In 

hoofdstuk  2.3  is  de  PK  van  paromomycine  en  miltefosine  in  deze  combinatie‐

behandeling  onderzocht  met  behulp  van  populatie  modellering.  De  PK  van  beide 

middelen was vergelijkbaarmet eerdere PK studies en de miltefosine blootstelling bleek 

adequaat  in  zowel  kinderen  als  volwassenen.  Dit  laatste  was  een  specifieke 

onderzoeksvraag  omdat  kinderen  in  eerdere  studies  een  te  lage  miltefosine 

blootstelling bleken te hebben. Dit bevestigt de verbetering van het nieuwe miltefosine 

doseerschema  in  kinderen  gebaseerd  op  allometrische  schaling  ten  opzichte  van  de 

eerdere standaarddosering op basis van mg/kg.  

 

In  hoofdstuk  2.4  is  de  PK  van  paromomycine  en miltefosine  vergeleken  tussen  post 

kala‐azar dermal leishmaniasis (PKDL) patiënten, waarbij de Leishmania parasiet laesies 

in  de  huid  veroorzaakt,  en  VL  patiënten,  een  systemische  infectie  van  de  parasiet 

waarbij onder andere de lever en milt worden aangetast. De studie toonde substantiële 

verschillen in PK tussen deze twee populaties. Deze resultaten laten de impact zien van 

ziekte‐geassocieerde  fysische veranderingen op de PK van anti‐leishmaniale middelen 

en  de mogelijk  klinische  relevante  veranderingen  in  blootstelling  van  de middelen. 

Aangezien  doseerschema’s  voor  PKDL  patiënten  op  dit  moment  gebaseerd  zijn  op 

doseringen gebruikt  in VL patiënten kan dit  tot blootstelling  in PKDL patiënten  leiden 
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buiten de therapeutische breedte. Deze studie laat zien dat doseerschema’s niet direct 

geëxtrapoleerd kunnen worden tussen verschillende ziekten en dat PK studies in PKDL 

patiënten nodig zijn om juiste behandelschema’s te ontwikkelen voor deze patiënten.  

Hoofdstuk 3 

Een  van de uitdagingen  in  zowel VL geneesmiddelontwikkeling als  in de behandeling 

van  individuele  VL  patiënten  is  het  gebrek  aan  indicatoren  voor  de  lange‐termijn 

behandeluitkomst. Hoewel de meeste VL patiënten genezen lijken aan het eind van de 

behandeling,  komt  bij  een  deel  van  de  patiënten  terugval  van  de  ziekte  voor. Deze 

terugval kan nog tot 12 maanden of langer na VL behandeling optreden en is moeilijk te 

voorspellen. Om VL terugval vroegtijdig te kunnen voorspellen  is een beter begrip van 

de  parasieten  dynamiek  nodig,  maar  ook  sensitieve  en  specifieke  biomarkers  om 

ziekteactiviteit  te monitoren  tijdens  en  kort  na  de  behandeling. Op  dit moment  zijn 

zulke  biomarkers  die  makkelijk  en  veilig  in  gebruik  zijn  niet  beschikbaar.  In  dit 

hoofdstuk werd onderzocht of de  concentratie kinetoplast DNA van de parasieten  in 

het bloed, gekwantificeerd door middel van  ‘real‐time quantitative polymerase  chain 

reaction (qPCR)’, een geschikte biomarker  is voor de parasietenactiviteit  in de patiënt. 

Dit  zou  een  patiëntvriendelijk  en  relatief  goedkoop  alternatief  kunnen  zijn  voor  het 

monitoren  van  de  ziekteactiviteit.  In  hoofdstuk  3.1  werd  aangetoond  dat  de 

parasietenconcentraties  in  bloed  gecorreleerd waren met microscopiescores  van  de 

geïnfecteerde  weefsels,  de  huidige  gouden  standaard  voor  het  monitoren  van 

ziekteactiviteit.  De  parasietenconcentratie  in  bloed  op  dag  56  na  start  van  de 

behandeling  bleek  de  meest  sensitieve  voorspeller  voor  VL  terugval  en  dit  werd 

bevestigd  door  het  parasieten  model  beschreven  in  hoofdstuk  3.2.  In  de  klinische 

praktijk  zou  dit  erg  nuttig  kunnen  zijn  om  een  vroege  indicatie  te  krijgen  van  de 

behandeluitkomst op de  lange termijn. Daarbij geeft dit model voor de dynamiek van 

de  parasieten  tijdens  en  na  de  behandeling  voor  het  eerst  een  schatting  van  de 

groeisnelheid van de parasiet  in de patiënt, en kan het model de effecten beschrijven 

van de verschillende VL behandelingen op de parasietenklaring. Dit  is erg nuttig voor 

het begrijpen van de relatie tussen parasietenklaring en klinische uitkomst. Het model 

toonde  aan  dat  voldoende  parasietenklaring  tijdens  de  behandeling  nodig  is  voor 

genezing  van  de  patiënt,  maar  dat  daarnaast  ook  een  goed  functionerend 

immuunsysteem  van  de  patiënt  nodig  is  om  de  infectie  na  de  behandeling  onder 

controle te houden.  

 

In dit proefschrift  is de farmacokinetiek van paromomycine en miltefosine onderzocht 

in  VL  patiënten  uit  Oost  Afrika,  wat  inzicht  heeft  gegeven  in  de  relatie  tussen 

blootstelling en effectiviteit van deze geneesmiddelen in deze populatie. Deze kennis is 

gebruikt om een nieuwe paromomycine‐miltefosine combinatietherapie te ontwikkelen 

voor Oost Afrikaanse VL patiënten, wat resulteerde in een adequate effectiviteit en een 

juiste blootstelling van de geneesmiddelen  in zowel kinderen als volwassenen. Daarbij 
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is  de  invloed  van  ondervoeding  en  mate  van  ziekte  op  de  farmacokinetiek  en 

blootstelling van deze geneesmiddelen onderzocht, wat resulteerde  in substantiële en 

mogelijk klinisch relevante verschillen. Daarnaast is de Leishmania parasietendynamiek 

bestudeerd en de voorspellende waarde van parasietenconcentraties  in het bloed om 

vroegtijdig  de  lange‐termijnuitkomst  van  VL  behandelingen  te  voorspellen.  De 

opgedane  kennis  van  de  studies  beschreven  in  dit  proefschrift  draagt  bij  aan 

optimalisatie, individualisatie en het monitoren van VL behandelingen in Oost Afrika.  
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